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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Kiiratif Kemoradyoterapi Uygulanan ve Cerrahi Sonrasi Radyoterapi Uygulanan Bas-
Boyun Kanserli Hastalarda Sitogenetik Hasarin Mikroniikleus Yontemiyle incelenmesi

Laman AZIMLI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

Tibbi Biyoloji Programi

Danisman : Do¢. Dr. Ayse CIRAKOGLU

Bas boyun kanserleri yilda yarim milyondan fazla tani ile en yaygin kanser tiirlerindendir.
Tedavide temel olarak radyoterapi (RT) uygulansa da, timér evresine, boyutuna gore cerrahi
rezeksiyon ve kombine kemoterapi de gerektirebilir. Uygulanan radyasyon DNA’da onarilmast
zor olan ¢ift zincir kiriklarini indiikleyerek, hiicrede mutasyon, disentrik, asentrik fragmentler
gibi kromozom anomalileri ve genomik instabilite olusturur. Mikronukleus, genomik instabilite
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Mikronukleus varligi ve sikligi, fiziksel, kimyasal
ajanlarin neden oldugu genotoksisitenin gosterilmesinde ©Onemli bir belirtegtir. Ayrica
radyasyon, normal hiicrelerde de yapisal DNA degisikliklerine, anomalilere ve kromozom
kiriklarina sebep olma 6zelligine sahiptir. RT sonucunda hastalarda, normal doku yaniti olarak,
mukozit, dermatit, agiz kurulugu, yutma giicliigii, ses kisikligi, kilo kayb1 gibi yan etkiler
yaygin olarak goriilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, cerrahi sonrast RT uygulanan hasta grubu
ve kemo-radyoterapi (KRT) uygulanan hasta gruplarindaki tedavi sonrasi lenfositlerde gelisen
kromozom hasarimi belirlemek ve bireysel radyotoksisiteleri incelemektir. Calismaya 12 RT,
10 KRT uygulanan hasta ve 10 saglikl1 birey dahil edilmistir. Hastalardan, tedavi 6ncesi, tedavi
ortast ve tedavi sonunda, kontrol grubundan da bir kez, iki ayr1 tiipte alinan kan 6rneklerinden

biri 2 Gy X 111 ile 1s1nlandiktan sonra, digeri 1sinlanmadan kiiltiire edilmis ve CBMN yontemi
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kullanilarak kromozom hasar1 incelenmistir. Isinli ve 151ns1z ¢aligilan kan 6rneklerinde goriilen
MN sikliklart ile tedavi sirasinda olusan siddetli yan etkiler arasinda iligski gozlenmistir. Tedavi
oncesi RT ve KRT olgularinda MN sikliginin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu, kendi
aralarinda bir fark olmadig1 gozlenmistir. Tedavi zamanlamasina gore, RT grubunda tedavi
oncesi, tedavi ortasi ve tedavi sonu arasinda herhangi bir fark bulunmamis, KRT grubunda
tedavi Oncesi ve tedavi sonu arasinda, tedavi ortast ve tedavi sonu arasinda MN siklik farki
bulunmustur. RT olgu grubunda, tedavi oncesi MN siklik farki ile kserostomi, KRT olgu

grubunda, tedavi sonu MN siklik farki ile disfaji arasinda anlamli iliski bulunmustur.

Temmuz 2023,

116 sayfa.
Anahtar kelimeler: Bas Boyun Kanserleri, Mikronukleus, CBMN, Radyoterapi,

Kemoradyoterapi, Genotoksisite, Radyotoksisite
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Investigation of Cytogenetic Damage by Micronucleus Method in Head And Neck
Cancer Patients Treated Curative Chemoradiotherapy and Post-Operative
Radiotherapy

Laman AZIMLI

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology

Medical Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ayse CIRAKOGLU

Head and neck cancers are one of the most common types of cancer, with more than half a
million diagnoses per year. Although radiotherapy (RT) is the main treatment, surgical resection
and combined chemotherapy may also be required depending on the tumor stage and size.
Radiation induces double-strand breaks in DNA that are difficult to repair, resulting in
mutations, chromosomal abnormalities such as dicentric and acentric fragments, and genomic
instability in the cell. Micronucleus is considered an indicator of genomic instability. The
presence and frequency of micronuclei is a marker in demonstrating genotoxicity caused by
physical and chemical agents. Radiation also causes structural DNA changes, anomalies, and
chromosome breaks in normal cells. As normal tissue response to RT, side effects are
commonly seen in patients such as mucositis, dermatitis, dry mouth, dysphagia, xerostomia,
and weight loss. The aim of this study is to determine the chromosomal damage at peripheral
lymphocytes and to examine the individual radiotoxicity in patients who undergo RT after
surgery and chemo-radiotherapy (CRT). The study included 12 RT, 10 CRT patients, and 10
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healthy individuals. Blood samples were collected from the patients before, in the middle of the
treatment, and at the end of the treatment, and once from the control group, in two separate
tubes, one of which was cultured after irradiation with 2 Gy X-rays and the other was cultured
without irradiation, and chromosome damage was examined using the CBMN method. A
correlation was observed between the frequency of MNs in irradiated, non-irradiated blood
samples and severe side effects during treatment. It was observed that the frequency of MN was
higher in pretreatment RT and CRT cases compared to the control group, but there was no
difference between them. As regards the treatment timing, no difference was found between
pre-treatment, mid-treatment, and post-treatment in the RT group, whereas in the CRT group,
a difference in MN frequency was found between pre-treatment and post-treatment, mid-
treatment, and post-treatment. Significant correlations were found between pre-treatment MN
frequency difference and xerostomia in the RT case group and between post-treatment MN

frequency difference and dysphagia in the CRT case group.

July 2023, 116 pages.
Keywords: Head and Neck Cancers, Micronucleus, CBMN, Radiotherapy,

Chemoradiotherapy, Genotoxicity, Radiotoxicity
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1. GIRIS

Bas ve bogazin farkli bolgelerinden koken alan, iist solunum ve sindirim sistem
bolgelerini etkileyen tiimor tlirlerine genel olarak bas boyun kanserleri (BBK) adi
verilmektedir. Diinya ¢apinda yaygin olan kanserlerden biri olup, sik goriilen tiimdorler arasinda
yedinci siradadir [1,2]. Her yil teshis edilen yarim milyondan fazla vaka insidansi ile yilda
325.000’den fazla kisinin Oliimiine neden olmaktadir [1]. BBK’nin %90’m1 oral, farenks,
larenks ve yassi hiicreli karsinom vakalari olusturmaktadir [1,2]. Erkeklerde goriilme sikligi
kadinlara gore daha fazladir bu da erkeklerin BBK olusmasina neden olan risk faktorlerine daha
cok maruz kalmalariyla iligkilidir [1]. Baslica risk faktorleri arasinda tiitiin ve sigara kullanimu,
insan papilloma virlisii (Human Papilloma Virus — HPV), Epstein Barr viriisii (EPV) dahil
olmak tiizere onkojenik viriisler ve genetik faktdrler bulunmaktadir [3]. Bu tiimdrlerin tedavisi
¢ogu zaman multisipliner yaklagim gerektirmektedir [4]. Tedavide, primer tiimoriin bolgesi ve
TNM (Tumor-Nod-Metastaz) evresine gore, cerrahi, radyasyon ve kemoterapi segenekleri
farlki kombinasyonlarda uygulanmaktadir [5,6]. Giiniimiizde, BBK hastalarinin %70-75’i
cerrahi rezeksiyon sonrasi radyoterapiden faydalanmaktadir [5]. Radyoterapi, kanser
hiicrelerini 6ldiirmek veya kanser hiicresi ¢cogalmasini kontrol etmek amaciyla kullanilan ve
kanser hastalarinin klinik, fonksiyonel olarak iyilesmesine katki saglayan kiiratif bir tedavi
yontemidir. Ancak, kanser tedavisindeki faydali etkilerine ragmen normal dokulara zarar
verebilmektedir [4]. Radyasyon kaynakli DNA hasari, DNA fragmentasyonu, kromozom
kiriklarina ve genomik instabiliteye ve mikronukleus (MN) olusumuna neden olur [7]. Bu da
mutagenez ve karsinogenezle sonuglanabilmekte ve ikincil kanserlere yol agabilmektedir. MN
hiicre boliinmesi sirasinda hasar gérmiis kromozomlarin veya asentrik pargalarin geride kalmasi
ve yavru hiicrelerin nukleuslarina katilamamasi sonucunda olusmaktadir [7]. MN olusumu,
fiziksel, biyolojik, kimyasal ajanlarin neden oldugu genotoksisite i¢in iyi bilinen biyolojik
belirteclerdendir. MN olusumu genetik kararsizligin gostergesi olarak kabul edilmekte ve

sikliginin artmasi kanser riskinin dngoériilmesini saglayabilecegi bildirilmektedir.

Radyosensitivitede olusan bireysel farkliliklarin ~ belirlenmesinde  kullanilan
yontemlerden biri Sitokinezi Bloklanmis Mikronukleus (CBMN) yontemidir. CBMN

yonteminde, sitokinez i¢in gerekli olan aktin mikrofilament halkasinin olusumu engellendikten



sonra niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicrelerin birikmesi goriilmektedir, bu da iki ¢ekirdekli
(Binukleer; BN) hiicrelerin goriiniimleriyle tanimlanmaktadir. Bu yontem telomer ug
flizyonlarindan veya DNA yanlis tamirinden kaynaklanan disentrik kKromozomlarin bir belirteci
olan niikleoplazmik kopriileri (NPB) 6lgmek ve gen amplifikasyonun biyobelirteci olan niikleer
tomurcuklar1 (NBUD) 6l¢mek icin de kullanilmaktadir [7]. incelenen her hiicrenin sitolojik
olarak canlilik durumu (nekroz, apoptoz), kromozom hasar1 veya instabilite durumu (MN, NPB,
NBUD’larin varligi ve BN hiicrelerin ¢ekirdekleri) agisindan puanlanmasi sitom kavraminin
ortaya konmasini saglamistir. NPB’ler, disentrik kromozomlarin sentromerlerinin anafazda zit
kutuplara ¢ekilmesi sonucunda olugsmaktadir. Niikleer membran olugsmadan once disentrik
anafaz kopriilerini gozlemlemek miimkiindiir, ¢linkii hiicreler anafaz ve telofaz boyunca
ilerleyerek sitokinezini tamamlar, bu da yavru hiicreler ayrildiginda NPB’nin kirilmasiyla
sonuclanmaktadir. CBMN yonteminde, NPB’li BN hiicrelerin birikmesine izin verilir, ¢iinkii
sitokinez inhibe edilir, niikleer membran sonunda kromozomlarin etrafinda olusur, anafaz

kopriisiiniin NPB olarak gozlenmesine izin vermektedir [7].

Bu caligmanin amaci kiiratif kemoradyoterapi (KRT) ve radyoterapi (RT) tedavisi
uygulanan bas boyun kanserli hastalarda olusacak sitogenetik hasari kontrol grubu ile
karsilagtirilmali olarak incelemektir. Calismada, perifer kani kiiltiirlerinde CBMN yontemi
uygulanarak hem hastalarin hem de saglikli bireylerden olusan kontrol grubunun doku

radyosensitivitesi arastirilacaktir.



2. Genel Bilgiler

2.1 Bas Boyun Kanserleri

BBK, larenks, farenks, agiz boslugu, paranazal siniisler ve tiikiiriik bezlerinden
kaynaklanan primer tiimorleri kendinde birlestirmektedir. Agiz boslugu kanserleri — agiz igi,
dil, dis eti, dilalt1, agiz tabani, sert damak, dudaklar ve yanaklarin i¢ ylizeyinde (bukkal mukoza)
olan kanserleri ifade eder. Burun kanserlerine burun deligi igerisi ve burun i¢ ¢eperini kapsayan
kanserler dahil edilmektedir [8].

2.1.1 BBK anatomisi

Frontal siniis

- Sfenoid siniis
) )
Sert damak —
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Sekil 2.1.1: Bas boyun kanserlerinin anatomisi [8].



BBK, iist solunum ve sindirim sistemi malign tiimorlerini kapsar ve oral kavite, tiikiiriik
bezleri, burun boslugu, paranazal siniisler, farenks (nazofarenks, orofarenks, hipofarenks),

larenks ve boynun tist kisminda olan lenf nddiillerindeki kanserleri igine alir [9].

Nazofarenks, iistte kafa tabani, 6n taraftan nazal kavite, arka taraftan arka faringeal
duvar (yutak), altta yumusak damak, yanda medial pterygoid plaklar ve {ist yutak konstriktor
kasini1 kapsar. Cap1 yaklasik 2 cm, yiiksekligi 4 cm’dir. [10,11].Ust solunum sisteminin bileseni
olup, geniz yollarin1 orofarenks araciligiyla larenks ve nefes borusuna baglar. Orta kulakla
nazofarenks arasindaki atmosferik basincin dengelenmesinden, 6staki tiipiiniin agilmasindan

ve ses rezonansindan sorumludur [12,13,14].

Larenks iist smir tiroid kikirdak girtlak kikirdagi, alt smir krikoid kikirdaklarin
olusturdugu yapidir ve dil kemigi ile nefes borusu arasinda yerlesmistir. Tiroid kikirdagi en
genis kikirdak olup, hava yolunun ag¢ik kalmasini saglar; krikoid kikirdak hyalen yapidadir ve
halka seklindedir [15].

Orofarenks, tust taraf yumusak damak seviyesinden, orta oral kavite; altta dil kokii ve

epiglot iist kenarina kadar uzanir [16,17].

Hipofarenks, epiglot iist kenarindan krikoid kikirdagin alt tarafina kadar olan alani

kendisinde birlestirir.

Oral kavite (agiz boslugu) - Bosluk olmasma ragmen disetleri ve disler, yumusak

damagm bir kismi, dil korpusu gibi alt anatomik bolgeleri igermektedir [16,17].

Nazal kavite (burun boslugu), tizerinde silyalar bulunan ¢ok katli yassi epitelden olusan
respiratuar mukoza; yassi epitel ile oOrtiilii olan nazal vestibiil alan1 ve ndroepitel olfaktor
mukoza alani olmak tiizere ii¢ alandan olusur ve maksiller siniis, frontal siniislerin olusturdugu

paranazal siniisler ve sfenoid siniis tarafindan ¢evrelenir [18].

2.1.2.BBK epidemiyolojisi

BBK, yilda 660.000'den fazla yeni vaka ve 325.000 dliimle diinya genelinde en yaygin
yedinci kanser tiiriidiir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde BBK genel goriilme insidansi
artmaya devam etmektedir ve 2030 yilina kadar yillik %30 artig dngoriilmektedir [19,20,21].
Gelismis iilkelerde dudak, agiz boslugu ve yutak kanserlerinin yaklagik %75' tiitiin kullanimi
ve alkol tiiketiminden kaynaklanmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde dudak, agiz boslugu ve

yutak kanserleri i¢in risk faktorleri arasinda tiitiin. betel ¢gignenmesi (orofarenks ve agiz boslugu



kanserleri), pipo kullanimi, nitrozaminden zengin gidalarin tiiketimi ve Epstein-Barr viriisii
(EBV) enfeksiyonu (nazofarenks kanseri) yer almaktadir. Ayrica, gelismis iilkelerdeki
orofaringeal kanserlerin %17 ila %56'sin1 ve daha az gelismis iilkelerdeki orofaringeal
kanserlerin daha az bir kismindan (%13), yiiksek riskli insan papilloma viriisii (HR-HPV) tipleri
(yani, HPV16 ve HPV18) ile enfeksiyonun sorumlu oldugu bildirilmektedir [22].

Erkeklerde BKK’inin goriilme sikligi kadinlara gére daha fazladir ve en yaygin olarak
dudak ve oral kavite kanseri goriilmektedir [23]. Son zamanlarda oral ve orofarengiyal
kanserlerinin erkeklerde goriilme insidansi Fransa (%-12,6), Slovakya (%4,0), Ispanya (%
10,8), Brezilya (% 26,7), Hong Kong (% 10,5) gibi iilkelerde azaldig1 halde, Birlesik Krallik
(%18,8), Avustralya (%8,7), Japonya (%21,3) ve ABD’de (%3,7) arttig1 gézlenmistir [24].
Geng kadinlar arasinda da Avrupa iilkelerinde tiitlin ve alkol kullanimindan kaynakli vaka artig

sayisi tespit edilmistir [23,24].

2.2.2 BBK etyolojsi ve risk faktorleri

BBK’nin gelisiminde; sigara ve alkol, immun yetmezlik, beslenme tarzi, agiz sagligi,
radyasyon, yas, mesleki maruziyet, onkolitik viriisler gibi bazi karsinojenlerin mutajenik
etkileri arastirillmistir. Bugiine kadar, kanser olusumunda rol oynadigi bilinen 7 tip viral
enfeksiyon mevcuttur. Bunlar: Insan Papilloma viriisii (HPV), Epstein-Barr viriisii (EBV),
Kaposi sarkomu herpes viriisii (KSHV), Hepatit B ve C viriisii, Insan T-lenfotropik viriisii 1

(HTLV-1), Merkel hiicreli polyoma virtistidiir [25].

2.2.2.1. HPV ve BBK: Hem kadinlart hem de erkekleri etkileyen ve cinsel yolla bulasan
virtislerden olup genital organ kanserleri (rahimagzi, vulva, vajina, penil) ve BBK, o6zellikle
orofarenks kanserleriyle iliskili oldugu bildirilmektedir [26]. Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajanst (IARC) tarafindan yapilan epidemiyolojik arastirmalar sonucunda HPV’nin 100°den
fazla alt tipi oldugu gosterilmis ve bunlardan 12’sinin kanserojen etkiye sahip oldugu
gosterilmistir [27]. Yiiksek riskli kanserojen olarak siniflandirilan HPV alt tipleri: HPV 16,18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 ve 59 olarak bilinmektedir [28]. Papillomaviriis genomlari,
7,9 kb ¢ift sarmalli dairesel DNA igerir ve protein kodlayan 8 gene ve kodlama yapmayan
kontrol bolgesine (LCR) sahiptir [29]. HPV ile iligkili yass1 hiicreli bas boyun kanserlerinin
cogu (>%90) HPV 16 varligindan kaynaklanmaktadir. HPV 16 alt tipiyle BBK riskinin
arastirildigr bir vaka-kontrol ¢alismasinda 6zellikle orofarengeal yassi hiicreli kanserlerinin
birincil nedenlerinden biri oldugu gosterilmistir [30]. Tim BBK’lerin %25’inin &zellikle

orofarengeal karsinomlarin HPV ile iligkili oldugu bildirilmistir [31].



HPV hiicre boliinmesinin kontroliinde rolii olan genleri baskilayarak hiicrelerin
kontrolsiiz boliinmesine neden olur. Viriisler, bazal tabakadaki keratinositlere yapisir ve
mukoza epitelinde kii¢iik yaralar olusturarak viral enfeksiyonu baslatir. E5, E6, E7 proteinleri
tarafindan kodlanan genlerde islevsel bozukluklar meydana gelir [32]. HPV DNA genomunu
konak hiicre ¢ekirdegine entegre ederek, E6, E7 onkoproteinlerinin ifadesini bozar [33]. E6
proteini, P53 timor baskilayict proteinin ubikitin aracili proteoliz yoluyla bozulmasini uyarir
P53 aktivitesinde kayba neden olur. P53’iin inaktivasyonu genomik kararsizlia neden
olmaktadir. E7, bir diger tiimor baskilayici olan retinoblastom geni (RB) tarafindan kodlanan
proteini (pRB) etkisiz hale getirerek hiicrenin S fazina girmesine sebep olmakta, boylece hiicre
dongiisiinde bozukluklara, ¢ogalmaya ve malin transformasyonlara neden olmaktadir [33].
Cogu BBK olan HPV(+) 10 hiicre hattinda yapilan genom c¢apinda analizler HPV
entegrasyonunun konak genomunda amplifikasyonlar, delesyon, inversiyon ve kromozomal
translokasyonlar gibi bircok yeniden diizenlenmeye neden oldugunu gdstermis, genomik

instabiliteyi arttirdigi sonucuna varilmistir [34].

2.2.2.2. EBV ve BBK: Ebstein-Barr viriis (EBV veya insan herpes viriisii tip 4; HHV-
4) insanlar etkileyen yaygin viriislerden biri olmakla tiikiiriik veya diger viicut sivilar1 yoluyla
yayllmakta ve enfeksiyoz mononiikleoza neden olmaktadir. EBV, Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi (International Agency for Research on Cancer; IARC) tarafindan Burkitt
lenfoma, B hiicreli lenfoma, Hodgkin lenfoma, mide karsinomu ve nazofarenks kanseri ile

iligkili grup I kanserojen siniflandirmasina almistir [35].

2.2.2.3. Ag1z Saghgi ve Beslenme: Ozellikle agiz kanseri riskinin artmasinda kotii agiz
saghiginin 6nemi vardir. Agiz saghg ve BBK kanseri arasindaki iliskinin arastirildig
calismalarda, dis hekimi ziyaretleri, dis firgalama, dis ipi kullanimi, dis eti kanamasi1 vb. gibi
durumlar arastirilmistir [36,37,38]. Chang ve ark. tarafindan yapilan arastirmada diizenli dis
hekimi kontroliine gidilmeme, 2 defadan az dis temizleme, dis etinde goriilen kanamalar gibi
durumlar ile BBK arasinda pozitif iliski gosterilmistir [36]. Dis bakiminin aksatilmasi agiz
kanseri ve farengeal kanser riskinde artis ile sonuglansa da, larengeal kanserle herhangi bir iliski
bulunmamistir [36]. Rosenquist ve ark. (2005) tarafindan yapilan vaka-kontrol ¢alismasinda
cliriik dis sayisi, agiz hijyeninin saglanmasi oral ve orofarengeal skuamoz hiicreli karsinomu
icin risk faktorii gibi degerlendirilmistir [38]. Malniitrsiyonu olan ve agiz bakimi kotii olan
hastalarda prekanser6z lezyonlarinda oran artimi goriilmektedir. Winn ve ark. tarafindan

yapilan arastirmada kadinlarda taze meyve ve sebzeden olusan diyetin uygulanmasiyla oral



kavite riskinin azaldig: gosterilmstir [39]. Bosetti ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
ise yagda kizarmis yiyeceklerin larengeal kanser riskini arttirdigi gézlemlenmistir [40]. Ayni
zamanda tuzlanmis balik gibi yiyeceklerin tiiketilmesinin nazofarenks kanser riskini artirdigina
dair arastirmalar vardir [41]. Beslenme sekline gére demir eksikligi anemisi gelisen vakalarda

hipofarenks kanseri saptanmistir.

2.2.2.4. Tiitiin kullanim ve BBK: Tiitiin dumani yaklasik 5.000 kimyasal madde igerir.
Bunlardan bazilar1, antijenik, mutajenik, kanserojen, sitotoksik Ozelliklerde olan, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, N-nitrosaminler, azsarenlerdir [42]. Bunlardan, 6-metil guanin hem
cogalmakta olan hiicrelere hem de immun sistem hiicrelerine hasar verir [43]. Duman tiirevleri
antiapoptotik molekiilleri artirir. Interlokin-8 (IL-8) ve TNFa gibi genlerin ifadesini ve
enflamasyona sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) uyarilmasini saglar [44]. Bir¢ok
BBK ’nin tiitiin kullanimu ile iliskisi vardir [45] ve uygulanan tedavi sirasinda sigara kullanimi
kanser tedavisindeki etkinligin azalmasina sebep olur [46,47]. Ayni zamanda, ikinci primer

kanserlerin ortaya ¢ikmasi [48,49], kotii sagkalim gibi olumsuz etkilerle sonuglanir [46,47].

2.2.2.5. Alkol kullanom1 ve BBK: BBK kanser tanisi alan ve alkol tiiketmeye devam
eden vakalarda ikinci primer malinite riskinin arttigi gosterilmistir [50]. Yapilan arastirmalar
alkol tiiketmeye devam eden bireylerin kanser niiksii agisindan da biiyiik risk altinda oldugunu
belirtmektedir [51]. Ayrica, alkol kullanmaya devam edilmesi, hastalarinin gelecekte
gastrostomi tiipliyle beslenmeye, ¢cenede osteoradyonekroza ve is gérmede zorluklara sebep

olmaktadir [52,53,54,55].

2.2.2.6. Genetik faktorler ve BBK: Cevresel faktorlerle birlikte farkli genetik faktorler
de BBK gelisiminde rol oynamaktadir. BBK’de rol oynayan genetik degisimler timor
baskilayici genlerde mutasyonlar, genetik polimorfizmler, DNA tamir genlerinde degisimler,
epidermal biiyiime faktorlerinin asir1 ekspresyonu, mitokondriyal DNA mutasyonlar1 ve

kromozom anomalileri bagliklar1 altinda toplanabilir [56].
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Sekil 2.2.2.6: Bas boyun kanserlerinde genetik faktorler [56].

Tiimor baskilayict genlerde mutasyonlar: Tiimor baskilayict genler (TBG) hiicrelerin
bolinme siireglerini kontrol eden genlerdir. Bu genlere TP53 (tiimor proteini 53), RB1
(retinoblastoma 1), BRCA 1 ( meme kanseri 1), BRCA 2 (meme kanseri 2), APC ( adenomattz
polipozis koli), ATM ( ataksi telenijiektazi mutasyonu) vb. 6rnek olarak verilebilir. BBK’de
TP53 onemli role sahiptir ve mutasyonlarinin diger kanserlere gore daha sik oldugu
bildirilmistir. Ayrica, BBK’de TP53 proteini birikimine rastlanmaktadir [57]. BBK’ni
cevreleyen mukozada TP53 geninin agir1 ekspresyonu, ikinci primer tiimor olasiligina neden
olmaktadir [58]. Kanserle iligkili belirli bir patojenik 6zelligin ortaya ¢ikmasinda rolii olan
yiiksek penetrasyonlu genlerin sayis1 daha azdir ve bu genlerin arastirilmas1 BBK’1 genlerinin
temelinde duran mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in 6nem tasimaktadir. Bu genlerin en iyi

bilinenleri BRCA1 geni [59], APC geni [60] ve ATM [61] genleridir.

Genetik polimorfizmler: Kanser riskindeki bireysel farkliliklar, farkli genlerin normal
populasyonda bulunan belirli varyant alelleri ile iliskilendirilmektedir. Metabolizma ile ilgili
genlerin aktivitesindeki farkliliklarin hiicrenin karsinojenlere olan duyarliligimi etkiledigi
bildirilmistir. Ornegin, ksenobiyotik metabolizmada gorevli enzimleri kodlayan genler ¢evresel
karsinojenlerin aktivasyon ve detoksifikasyon siireclerine katilmaktadir. Aktivasyon, faz I
enzimleri (sitokrom P-450) tarafindan, detoksifikasyon ise faz II enzimleri (6rn. glutatyon

transferazlar, N-asetiltransferazlar, epoksit hidrolazlar, sulfotransferazlar) tarafindan



gerceklestirilmektedir [62] . GST (glutatyon S-transferaz) indirgenmis glutatyonla hiicre toksik
bilesikleri arasindaki reaksiyonlari kataliz eder. Bu genin bireysel varyasyonlarimin BBK’e
yatkilik olusturacag diisiiniilmektedir. insanlarda, GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerindeki
polimorfizmlerin tiitiin dumanindaki substratlara karsi enzimatik aktivite eksikligi veya
azalmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir [63]. GSTT1 gen delesyonu bas boyun yassi hiicreli
karsinomlarla iligkilendirilmistir [64,65]. Ksenobiyotiklerin biyoddniisiimiinde rolii olan
proteinleri kodlayan ve BBK ile iliskili olan diger baz1 genler EH-epoksit hidroksilaz [66,67],
miyeloperoksidaz (MPO) [68], UGT1A7 ve UGT1A10’dur [62,69].

DNA tamir genlerinde degisimler: DNA tamir genlerinin aktivitesindeki fakliliklar ise
karsinojenlerin neden oldugu genetik materyaldeki hasarin tamirini etkiler. Hasar onarim
stirecindeki bozukluklar geri doniistimii olmayan degisimlere neden olur, tiimdrigenez siirecini
baglatir. DNA tamir genlerindeki bozukluklar ile yumurtalik, mide, meme ve BBK arasinda
iliski bulunmustur [70,71]. Ozellikle yanlis eslesme tamirindeki (mismatch repair) hatalar tiitiin
ve alkol igenlerde BBK’ne yatkinlikla iligkili bulunmustur [72]. DNA tamir geni olan XRCC1
( X-ray repair cross complementing group 1) geni polimofizmlerinin, gérev aldig1 baz ekzisyon
tamir (BER) sisteminde etkinligin azalmasina ve tiitin ve alkol i¢enlerde BBK riskinin
artmasina neden oldugu bildirilmistir [73]. Ayrica XPD (xeroderma pigmentosum D) geninin
Lys751GIn polimorfizmlerinin beyin kanserlerine yatkinligi tizerinde etkisi gosterimistir [74].
BBK’nin ileri evrelerinde RAD51 proteini, RAD-PLAT yolu (gama 1sinlanma ve sisplatinin
senkronize etkisi) araciligiyla DNA onarimina katilmaktadir [75]. Yapilan ¢alismalar [76],
RAD-PLAT m sisplatin eklentileriyle tek ve ¢ift zincir kiriklarini indiikledigini ve bir¢ok hasar
bolgesinin olusumuna sebep oldugunu goéstermistir. DNA tamir siireglerinin BBK duyarliligi

ile iligkisi tedavi yanitinin belirlenmesinde 6nemlidir.

Epidermal biiyiime faktor reseptorlerinin asirt ekspresyonu: EGFR geni insanda 7.
Kromozomun kisa kolu (7p) tizerinde yer alir ve proliferasyon ve farklilagmanin
diizenlemesinde 6nemli rol oynar. Bu genin asir1 ekspresyonu BBK’de kot sagkalimla
iliskilendirilmistir [77]. 17.kromozom {izerinde bulunan bir diger gen c-erB-2 (Her-2, Erb2B)
onkogeninin de agir1 ekspresyonu BBK hastalarinin %75’inde gézlenmis ve kotii sagkalim ile

iligkili oldugu belirtilmistir [78].

Mitokondriyal DNA mutasyonlari: Mitokondriyal DNA (mtDNA) 16 baz cifti
uzunlugunda, dairesel yapili, ¢ift zincirli bir bilesen olup, 37 gen igermektedir [69].
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Mitokondriyal matrikste serbest halde bulunur ve tek kromozom igerir. Koruma mekanizmasi
yoktur fakat reaktif oksijen tiirleriyle (ROS) etkilesim sonucu olarak oksidatif strese duyarlilik
gostermektedirler [79,80]. Mitokondriyal DNA mutasyonlarindan biri olan ND4 (NADH
dehidrojenaz alt birimi 4) karsinojenlerin metabolizmasinda rol oynamakta, fonksiyon
bozuklugu ise DNA hasarma yol agmaktadir [81]. Allegra ve ark. tarafindan yapilan
arastirmada, 9 hastadan alinan 10 BBK’li hiicre hatti incelenmis 8 somatik mutasyon ve 5

polimorfizm tespit edilmistir [81].

Kromozom anomalileri: BBK biyolojisinde en iyi ¢alisilan konulardan biri de sik
goriilen kromozom anomalileridir. 3q, 8q, 9q, 20q, 7p, 11913 ve 5p amplifikasyonlari, 3p, 9p,
21q, 59, 13q, 18q ve 8p delesyonlar1 ile 1p36, 3p21, 8pll’deki frajil bolgeler bu
anomalilerdendir [82]. Y kromozom kaybi ile erkeklerde larenks kanseri insidansinin artisi
arasinda iligski goriilmiistiir [83]. Ayrica, primer bas boyun yass1 hiicreli karsinom (HNSCC)
vakalarmin %97’sinde kromozom 3’iin kisa kolunda (3p) kismi veya tam kayip oldugu
goriilmiistiir [84]. 11p13 amplifikasyonu velveya yeniden diizenlenmesi HNSCC vakalarinin
%30-60’inda  [85,86,87], bcl-1 onkogeninin amplifikasyonu %30-34’linde [88,89]

gosterilmistir.
2.1.3 Evreleme sistemi

Uygulanan tedavi ve tedavi sonrast sagkalim hastalik evresi yardimiyla
belirlenmektedir. Kanserde siniflama, primer timér (T), nod (N), uzak metastazin varligini
veya yoklugunu gosteren (M) kriterlerden olusan TNM olarak yapilmaktadir. TNM
siniflamasinin temel amaci kanser ilerlemesini izlemek i¢in anatomik temeli siniflandirmanin
yapilmasidir. Dogru kanser evrelemesi, planlanan tedavi se¢imi, sonu¢ tahmini ve kanserin
kontroliinde 6nemli role sahiptir. BBK’lerinde TNM siniflamasi son olarak 2017’de Amerikan
Kanser Ortak Komitesi (American Joint Committee on Cancer; AJCC) tarafindan giincellenen
ve komitenin evreleme i¢in yayinladigi 8.baskida yer almaktadir [90]. BBK smiflamasi

kanserin bulundugu bolgeye gore farkliliklar gosterebilmektedir.
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Tablo 2.1.3.1: HPV kokenli Olmayan Orofarenks kanserinin Klinik ve Patalojik T
kategori Evrelemesi [91].

Tx Primeri bilinmeyen timor
Tis Karsinoma in situ
T1 Tiimoér boyutu < 2 cm

T2 Tiimdr boyutu 2-4 cm

T3 Timor boyutu >4cm, epiglottisin lingual yiize
uzanimi
T4 Lokal ileri hastalik: timor larenks, dil kaslari, sert

damak mandibula veya 6tesine invaze

T4a Lokal ileri hastalik: timor larenks, dil kaslari, sert

damak mandibulaya invaze

T4b Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: Tiimdr lateral
pterygoid kas, pterygoid diizlem, lateral

nazofarenks veya kafa tabanina invaze

Tablo 2.3.1.2: HPV kokenli olmayan Orofarenks Kanserinin Klinik N Kategori
Evrelemesi [91].

NX Bilinmeyen bolgesel nod varligi

NO Bolgesel nod metastazi yoktur

N1 Ayni tarafta <3 cm tek nod metastazi ve ekstrakapsiiler yayilim
()
N2 Ayni tarafta >3 cm ancak < 6cm tek nod metastazi

ekstrakapsiiler yayilim (-)
Ayni tarafta <6 cm olan birden fazla nod metastazi
ekstrakapsiiler yayilim (-)

Kars1 tarafta <6 cm nod metastazi ekstrakapsiiler yayilim (-)

NZ2a Ayni tarafta >3 cm ancak <6 cm nod metastazi ekstrakapsiiler

yayilim (-)
N2b | Ayni tarafta <6 cm birden fazla nod metastazi ekstrakapsiiler

yayilim (-)

N2c Kars1 tarafta <6 cm nod metastazi ekstrakapsiiler yayilim (-)
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N3 >6 cm nod metastazi ekstrakapsiiler yayilim (-) veya

ekstrakapsiiler yayilimin oldugu nod metastazi

N3a >6 cm nod metastazi ekstrakapsiiler yayilim (-)

N3b Ekstrakapsiiler yayilimin oldugu nod metastazi

Tablo 2.3.1.3: Nazal Kavite ve ve Paranazal Siniis Kanserlerinde Evreleme: Maksiller
Siniis Kanserleri icin T kategori Evrelemesi [90].

Tx Primeri bilinmeyen timor

Tis Karsinoma in-situ

T1 Maksiller siniisle sinirl timor

T2 Kemik erozyonu yapan tiimor varligi, sert damak

ve/veya orta nazal meatusa invzae

T3 Maksiller siniisiin arka duvarina, pterigoid ¢ukur,
cilt alt1 doku, ethmoid siniislere invzae

T4 T4a: Lokal ileri hastalik: yanak derisine

infratemporal ¢ukura, sfenoid, frontal siniislere
invaze

T4b: Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: Orbita
apeksi, beyin parankimi, trigeminal sinirin maksiller
dali disindaki kranial sinirlerinden herhangi birine

invaze

Tablo 2.3.1.4: Nazal Kavite ve Ethmoid Siniis Karsinomlarinda T kategori evrelemesi
[90].

TX Primeri bilinmeyen timor
Tis Karsinoma in-situ
T1 Kemik invazyonu olan veya olmayan herhangi bir

bolgeyle sinirlt timor

T2 Iki alt bolgeye invaze eden tiimor

T3 Maksiller siniise, damak, kribriform plkaya ve

orbitanin medial duvarina invaze timor
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T4 T4a: Lokal ileri hastalik: Burun veya yanak derisi,
pterigoid plakalar, sfenoid veya frontal siniislerden
herhangi birine invaze timor

T4b: Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: beyin
parankimi, orta kranial ¢ukur, trigeminal sinirin
maksiller dali digindaki kranial sinirler, nazofarenks

ve orbita apeksi, klivusa invaze timor.

Tablo 2.3.1.5: Nazal Kavite ve Paranazal Siniis Kanserlerindek N kategori evrelemesi
[90].

NX Degerlendirilemeyen lenf nodu
NO Metastazi olmayan bdlgesel nod varligi
N1 Boyutu <3 cm olan ayni tarafta tek lenf nodu ve

ekstrakapsiiler uzanim (-)

N2 NZ2a: Boyutu >3 cm ancak <6 cm ayni tarafta olan
lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler uzanim (-)

N2b: Ayni tarafta higbiri >6 cm olmayan birden fazla
lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler uzanim (-)

N2c: Karsi tarafta hi¢biri >6 cm olmayan birden fazla

lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler uzanim (-)

N3 N3a: Boyutu en biiyiik >6 cm olan lenf nodu
metastazi ve ekstrakapsiiler uzanim (-)

N3b: Herhangi biiyiikliikte lenf nodu varligi ve

ekstrakapsiiler uzanim vardir.

Hipofarenks Kanserinde Evreleme:

Hipofarenks kanserleri i¢in bolgesel nod evrelemesi nazal kavite ve paranazal siniis kanserleri
i¢in diizenlenen nod evrelemesiyle ayni sekilde yapilmaktadir. Uzak Metastaz varligina gore
MO ( uzak metastaz var), M1 (uzak metastaz yok) M evrelemesi yapilmaktadir. Hipofarenks
ve oral kavite kanserleri igin anatomik evrelendirme aynidir.
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Tablo 2.3.1.6: Hipofarenks Kanserler i¢cin T kategori evrelemesi [90].

Tx Bilinmeyen primer timor

Tis Karsinoma in-situ

Tl Boyutu <2 cm hipofarenksin bir alt bolgesiyle

sinirlt timor

T2 Boyutu 2-4 cm hipofarenksin birden fazla alt

bolgesiyle smirlt timor

T3 Boyutu >4 cm veya hemilarenks fiksasyonu olan,

0zofagus invazyonu olan timor.

T4a Lokal ileri hastalik: krikoid kikirdagi, tiimdr tiroid
kikirdagi, hyoid kemigi, 6zofagusun kas dokusu,

prelarengeal kaslari ve cilt alt1 yag dokuya invaze

T4b Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: prevertebral

fasyaya invaze

Larenks Kanserlerinde Evreleme: Subglottik, glottik ve supraglottik larenks kanserleri bir
birilerinden farkli olduklari i¢in primer tiimor evrelemesi de farkli olarak diizenlenmektedir.

Tablo 2.3.1.7: Supraglottik Larenks Kanserlerinde T kategori evrelemesi [90].

TX Primeri bilinmeyen tiimor

Tis Karsinoma in-situ

Tl Supraglottisin bir alt bolgesine siirlt timor
T2 Supraglottisin birden fazla alt bolgesine veya

glottis, supraglottis disinda bir bolgeye invaze

timor

T3 Postkrikoid alan, preepiglottik bosluk, paraglottik
bosluk ve tiroid kikirdagin i¢ korteksin invaze eden

timor

T4a Lokal ileri hastalik: tiroid kikirdagin dis korteksinin

disina, larenks dis1 dokulara invaze




15

T4b Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: prevertebral

alana invaze

Tablo 2.3.1.8: Glottik Larenks Kanserlerinde T kategori evrelemesi [90].

TX Primeri bilinmeyen timor

Tis Karsinoma in-situ

T1 Vokal kord(lar)a sinirlt timor

Tla Bir vokal kordla sinirli timor

Tlb Her iki vokal kordla siirli timor
T2 Supraglottis ve/veya subglottise uzanan timor
T3 Vokal kord fiksasyonu ile larenksle siirli tiimor

T4a Lokal ileri hastalik: tiroid kikirdagin dis korteksinin
disina, larenks dis1 dokulara (trakea, boyun

yumusak dokusu, tiroid, 6zefagus) invaze

T4b Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: prevertebral

alana invaze

Tablo 2.3.1.9: Subglottik Larenks Kanserlerinde T kategori evrelemesi [90].

Tx Bilinmeyen primer timor

Tis Karsinoma in-situ

T1 Subglottisle sinirli tiimor

T2 Vokal kord(lar)a uzanan timor

T3 Vokal kord fiksasyonu ile larenksle sinirl timor

T4a Lokal ileri hastalik: tiroid kikirdagin dis korteksinin
disina, larenks dis1 dokulara (trakea, boyun

yumusak dokusu, tiroid, 6zefagus) invaze

T4b Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik: prevertebral

alana invaze
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2.2 Tedavi yontemleri

2.2.1 Cerrahi

Cerrahi rezeksiyon BBK hastalar igin tedavinin 6nemli parcasidir [92]. Genellikle
erken evre kanserlerinde tek tedavi (cerrahi veya radyoterapi), ileri evre kanserlerinde kombine
tedavi (cerrahi, radyoterapi, kemoterapi) uygulanmaktadir [93,94]. Agiz boslugu kanseri
hastalariin %15-30’unda ameliyat sonras1 goriilmekte olan pozitif rezeksiyon marjinleri kotii
sonuglarla iliskilidir ve ek tedavi gerektirmektedir [95,96]. Ayrica, cerrahi islem uygulandigi
zaman tespit edilemeyen ek primer maligniteler vardir ve bunlar BBK’inde 6nde gelen 6liim
sebeplerinden biridir [97].

2.2.2 Kemoterapi

BBK’de tiimor evresine gore, radyoterapi (RT), kemoterapi (KT) tedavi yontemleri
belirlenir. Lokal ilerlemis tiimorlerde cerrahi islemle birlikte adjuvant RT, kemoradyoterapi
(KRT) veya definitif KRT uygulanmaktadir. Ancak cerrahi yaklasimlara duyarli olmayan
metastatik tlimorler i¢in kemoterapi veya immiinoterapi goz oniinde bulundurulmaktadir. KT,
hastaligin kimyasallarla tedavi edilmesine dayanmaktadir ve 1900’lerin baginda gelistirilmistir
[98]. Platin bazli bilesikler, sisplatin, 5-florourasil vb. kemoterapotik ilaglar lokal olarak
ilerlemis, tekrarlayan/metastatik BBK tedavisinde kullanilan ajanlardir [99]. RT gibi
kemoterapi de hizla bdliinen hiicreleri hedef alarak hiicre boliinmesinin bozulmasina sebep olur.
Radyasyon tedavisi sirasinda uygulanan 1sin lokal hasarlara neden olurken, kemoterapi hizla
biiyiiyen kanser dis1 hiicrelerde sitotoksik etki gosterir. KRT tedavisinde kronik rinosiniizit,
mukosiliyer klirens ve koku degisiklileri sik goriilen yan etkilerdendir [98]. Ayrica hastalarda,
yasam Kkalitelerini etkileyen yorgunluk, mide bulantisi, alopesi, anemi gibi yan etkiler

gorilebilmektedir.
2.2.3 Radyoterapi

Radyasyon elektromanyetik dalgalar ( X ve y 1sinlar1 ) araciligiyla enerjinin baska bir
ortama yayilmasi olarak bilinmektedir [100]. 1895 yilinda Wilhelm Congrad Roentgen
tarafindan X-1sinlarin1 kesfedildi. Radyasyonun tedavide kullanilmasina ayn1 yil Emil Grubbe

tarafindan meme kanserinde, 1896 yilinda ise Voigt J. Arztlicher Verein tarafindan nazofarenks
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kanserinde baslanmigtir. 1897 yilinda Thompson tarafindan elektronlar, 1898 yilinda Pierre ve
Marie Curie tarafindan radyum kesfedilmistir. X 1sinlarmin 6zellikleri 1906 yilinda G.Barkla
tarafindan tanimlanmistir.  Giliniimiizde kanser vakalarinin %50-60’min tedavisinde ya
multidisipliner yaklasimla (cerrahi, tibbi onkoloji, niikleer tip) birlikte ya da tek basina
radyoterapi (RT) planlanmaktadir [101].

Amaca gore farkli RT uygulamalar1 kullanilmaktadir: Kiiratif RT, etkin tedaviye yonelik
RT uygulamasi olup, erken evre Hodgkin lenfoma, nazofarenks, erken glotti kanserleri ve bazi
cilt kanserlerinde kullanilmaktadir. Palyatif RT, hastaliga bagli semptomlarin ortadan
kaldirilmasin1 amaglayan, beyin ve kemik metastazi vakalarinda uygulanmaktadir. Profilaktik
RT, koruma amagli, metastaz veya niikslerin onlenmesi amaciyla, akut lenfoblastik 16semi ve
kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde planlanmaktadir. Total viicut isinlanmasi, |6semik
hiicreleri yok etmek, bagisiklik sistemini baskilamak ve kemik iligi nakli sirasinda nakil
olunacak hiicreler icin alani temizlemek amaciyla uygulanilir. Neoadjuvan RT, ilk asama
olarak, esas tedavi yonteminden Once (genellikle cerrahi ) timor boyutlarini kiigiiltmek igin
uygulanan tedaviyi ifade eder. Radyokemoterapi veya kemoradyoterapi, RT ve KRT’nin es

zamanli olarak verilmesidir [102].
2.2.3.1 Bas boyun kanserlerinde RT’nin olusturdugu yan etkiler

BBK’de lokal olarak uygulanan bir tedavi yontemi olan RT, tiimor evresine gore tek
basina ya da cerrahi sonrasi1 veya kemoterapiyle eszamanli olarak planlanir. Tedavi sirasinda
(akut) ya da sonrasinda (kronik) kisiden kisiye degisen yan etkiler ortaya ¢ikabilir, bunlarin
bazilar1 daha sik (istahsizlik, halsizlik) bazilari ise nadir goriilebilir. Erken yan etkilerin ge¢ yan
etkilerden farkli olarak cogu gecicidir ve tedavi bittiginde 1yilesir. RT uygulandigi zaman
mukoza iltthab1 (mukozit), agiz kurulugu (kserestomi), dermatit, yutma giigliigii (disfaji), otit
(kulak iltihab), eritem (ciltte kizariklik), epilasyon (kil dokiilmesi), ciltte pul pul dokiilme,
ilserlesme, kanama (primer tiimoére bagli kanama), halsizlik, kan degerlerinde diisme, goz
yasarmasi-kizarmasi ve larenks 6deminden kaynaklanan ses kisikligi, tat almada bozukluk gibi
akut yan etkiler gelisebilmektedir [103,104]. RT alan BBK hastalarinin %90’inda agiz
kurulugu, ¢igneme, konusma zorlugu, tat kaybi ve agiz ve dis hijyeninin bozulmasi gibi etkiler
[105,106], %50’sinde ise dis ¢iiriigii, trismus (g¢ene kilitlenmesi) riskini artiran oral mukozit,

dermatit, disfaji goriilmektedir [107].
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Parotis, sublingual, mindr tiikiiriik bezleri ve submandibular RT sirasinda etkilendigi
icin ani ag1z kurulugu yaygin etkilerden biridir. Siddeti ve kroniklik derecesi, planlanmig doza,
tikiiriik bezlerinin radyasyon sahasinda kalmasina gore degismektedir. Osteoradyonekroz,
yiiksek radyasyon dozu planlanmis hastalar i¢in yasam boyu siiren risk olusturan ve cerrahi
miidahele gerektirebilen yan etkilerdendir [108]. Nazofarenks hastalari i¢in mandibula sik
etkilenen kemiktir. RT tedavisinden 8-12 hafta sonra baslayan ve 6miir boyu sorun teskil eden
fibrozis dokunun kalinlasmasi ve sertlesmesidir, belirlenen tedavi alanina gore derialt1 dokuda,
ciltte, kas ve diger organlarda gorilebilir [109,110]. Hem kozmetik hem de fonksiyonel
bozulmaya neden olarak yasam kalitesini bozar. Dil tabani, bademcik, yumusak damak,
masseter kaslari, retromolar trigon, temporomandibuler eklem, pterygoid kaslarin radyasyona
maruziyeti sonucunda gene kilitlenmesi meydana gelebilmektedir. Cene kilitlenmesi riski,
artmis radyasyon dozuyla iligkilidir ve 60 Gy’yi asan dozlar neden olabilmektedir [111].
Faringodzofageal stenoz, 6zofagusun farinkse baglandigi yerde darlik olusmasidir ve bu darlik
ozellikle sert yiyeceklerin tiiketilmesini zorlastirir, mide tiipii kullanimina sebep olur.
Lenfodem, radyasyondan etkilenen dokularin  kronik iltihaplanmasi  sonucunda
olusabilmektedir. RT’den 8-12 hafta sonra lenfédem etkileri baslar, ve dmiir boyu siirebilme
ihtimali vardir. Lenfédem hem deri ve yumusak doku hem de faringeal laringeal mukozada
olusabilir ve nefes almada zorluk ¢ekilmesine, kulak agrisi, ses ve yutma sorunlari, psikolojik
sorunlara (depresyon ve b.) yol acabilir. Hipotiroidizm, radyasyona bagl kisiden kisiye
degisebilen yan etkilerdendir. Bazi hastalarda herhangi bir semptoma rastlanmazken, bazi
hastalarda hayati risk tagimaktadir. Kulakta hasar (Ototoksisite) ve isitme kayb1, 6zellikle 60
Gy radyasyon dozu alan hastalarda siklikla belirtilen sikayetlerdendir [112]. Ototoksisiteye
bagl olarak kulak agrisi, isitmede zorluk, kulak ¢inlamasi gibi sorunlar olusabilmekte ve orta
kulakta s1v1 toplanmasi serdz otite yol agabilmektedir. Yiiksek doz radyasyon, i¢ kulak, isitme

siniri, vestibiiler sistemde hasarlar meydana getirebilir bu da isitme kaybiyla sonuglanir [113].
2.2.3.2. Radyasyonun Hiicresel Etkileri

Radyasyonun baslica hedefi DNA’dir. Nukleus ve boliinen kromozomlarin radyasyona
duyarlilig1 hiicre sitoplazmasindan daha fazladir, ancak yapilan yeni ¢aligmalar sitoplazma
hedefli 1sinlamanin da nukleer dilizeyde hasara sebep olabilecegi bildirilmistir
[114,115,116,117]. Dokulara verilen iyonize radyasyon dogrudan DNA ile etkilesimde

bulunarak hiicre 6liimiine sebep olabilir (direkt etki) ya da diger molekiillerle, 6zellikle de su
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ile etkilesime girerek DNA hedeflerine zarar verecek reaktif oksidatif stres (ROS) olusturur
(indirekt etki) [118].

Radyasyonun direkt etkisi iyonizasyon olusturmasiyla karakterizedir. (Sekil 2.2.3.2)
Yiiksek doz gama 1s1n1 DNA yapisinda iki parca olusturur. DNA molekiillerindeki atomlarin
dogrudan etkilenerek iyonlagsmasi fotoelelektrik etki ve “Compton Etkisi” veya “Compton
Sacilmas1” yoluyla enerji emiliminin sonucu olarak bilinmektedir. Purin halkalarinin agilmasi,
fosfodiester baglarinin kirilmast DNA’nin tek zincirinde veya her ikisinde kiriga neden olur
[119].

Radyasyonun indirekt etkisi, direkt etkiden farkli olarak, DNA’yla degil de viicut
icerisinde molekiillerle etkilesim yaratarak bu molekiilleri iyonize etmesidir. Insan viicudunun
%70’1 su oldugundan, bu etki radyasyonun su molekiilleriyle etkilesiminden ve serbest
radikaller yaratmasindan kaynaklanmaktadir. Serbest radikal, nétr atomlar olup yiiksek
reaktiviteli ve elektrofilik gruplardir [119,120]. Serbest radikaller (H veya OH) kisa omiirlii
(1071%) olduklarindan sitoplazmadan DNA nin bulundugu nukleusa go¢ edemez ve 0, ile
birleserek daha uzun 6miirli, giiglii radikale H,0, (hidrojen peroksit) dontisiirler. H,0, daha
uzun émiirlii (107°s) olsa bile gd¢ etmeme &zelliklerine sahiptir ve komsu dokularin veya
hiicrelerin beslenmesini ¢evresindeki molekiilleri okside ederek engellerler. Besin eksikligi

veya hiicrelerin dokulardan izolasyonu hiicre 6liimiiyle sonuglanir [121].
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Sekil 2.2.3.2: Radyasyonun direkt ve indirekt etkisi [122].

Halliwell’e gére ROS’tan kaynaklanan DNA hasarinin temelinde 2 mekanizma vardir: bunlar;
hidroksil radikalinin olusturdugu DNA zincir kirilmasi, deoksiriboz fragmentasyonu ve baz

modifikasyonu ve oksidatif stres sonucu DNA fragmentlerinin olugsmasidir [123].
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Sekil 2.2.3.2: Radyasyon sonucunda indiiklenen tek ve c¢ift zincir kiriklar:. A: Genetik
materyali tagiyan normal DNA zinciri B: Bir zincirdeki kars1 zincirin kullanilmasit sonucunda
olusan, onarilmasi kolay kirilma C:Her iki zincirdeki kirilma D: Bir birine yakin ¢ift zincir

kirtlmasi [122].

Radyasyonun DNA’da olusturdugu hasarlar arasinda oksitlenmis baz hasari, abazik
bolgeler, tek zincir kiriklar1 (SSB’ler) ve kromozomlarda anomalilere yol agan ¢ift zincir
kiriklar1 (DSB’ler) yer almaktadir. Iyonize radyasyona yanit sisteminde DNA hasar sensor ve
transdiiksiyon proteinleri gérev alir. Ornegin, ATM (ataxia telenjiektazi mutated), ATR (AT
ile iligkili kinaz) ve DNA'ya bagimli protein kinazlar (DNA-PKcs) hasar sinyalini algilayip,
programli hiicre 6liimii, DNA tamir yolaklar1 veya hiicre dongiisii kontrol noktalarina iletirler
[122]. DNA hasarinin algilanmasinda ve onariminda Rad24p, fosforile olmus H2AX,
gammaH2AX (yH2AX), NBS1/hMREI11/hRAD50 kompleksi, MDCI1 proteini, timor
baskilayici p53 baglayici protein 1 veya S3BP1 proteinleri de islev goriir [124].
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Sekil 2.2.3.2: Sensor ve efektor olarak ikiye ayrilan DNA hasar yanitlar [122].

DSB’lere verilen ilk hiicresel yanit ¢ok sayida proteinin DNA hasar bolgesine fiziksel
olarak toplanmasin igerir. Bu subniikleer bolgeler iyonize radyasyonla indiiklenen odaklar
(IRIF) olarak isimlendirilir. Bu odaklarda DNA onarimi ve diger efektorlere sinyal gonderimi
gerceklesmektedir. MRE11, RAD50-NBS1 (MRN) kompleksinin ATM’yi DSB’ye baglayan
temel DSB sensorii olduguna igaret etmektedir [125]. DNA hasar yanitinda meydana geldigi
bilinen bir diger olay, DSB olusumundan sonraki birka¢ dakika i¢cinde histon H2AX adi verilen
bir proteinin fosforilasyonudur. H2AX’in fosforile formunun DNA hasar yanitinda yer alan
birgok proteinin islevinde ve IRIF olusmasinda rolii vardir [126]. ATM radyasyon sonrasi {i¢
hiicre dongiisti kontrol noktasinda durmayi diizenlediginden, hiicrelere DNA onarimi i¢in siire
saglar ve hasarl hiicrelerin cogalmasin1 6nler. ATM proteini olmayan hiicrelerde ise alternatif
DSB algilama mekanizmasi mevcuttur [127]. Bu algilama, Ku70-ku80 kompleksi tarafindan
gergeklestirilmektedir [128,129]. Ugiincii bir DNA hasar1 algilama mekanizmasi ise SSB’ler ve
replikasyon catallarinin durmasi gibi diger DNA hasar tiirlerine yanit olarak H2AX’in
fosforilasyonunda rol oynayan ATR’dir [125].

DSB algilama mekanizmalarindaki hatalar radyosensitive artigina ve maliniteye neden
olmaktadir. ATM gen mutasyonu sonucu olusan ve otozomal resesif bir hastalik olan ataksi
telenjiektazide ilerleyici serebellar ataksi, okiilokiitandz telenjiektazi, immiin yetmezlik ve
yiiksek malinite insidans1 goriiliir. Ayrica hiicre dongiisii kontrolii ve DNA onarim

mekanizmalarindaki kusurlar nedeniyle hastalar radyasyona daha duyarlidirlar [130].
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Radyasyona duyarli bir diger genetik hastalik olan Nijmegen kirilma (breakage) sendromundan
sorumlu gen NBS1, DNA onarimi ve hiicre dongiisii kontroliinde rolii olan MRN kompleksinin
bir parcasidir [131]. Ayrica, Ataksi telenjiektazi benzeri bozukluk (ATLD) ve Fanconi anemisi
gibi durumlar da DNA hasar yanitinda (DNA Damage Response; DDR) hatalarla
iliskilendirilmistir [132]. Bu bozukluklarin birgogunda kansere yatkinlik, radyoterapi ve
kemoterapiye duyarlilik artig1 goriilmektedir [132].

Hiicrede DNA hasarinin taninmasina yonelik mekanizmalar vardir.  Iyonize
Radyasyona yanit olarak hiicre koordineli sisteme sahiptir. ATM, DNA-PK’lar ve ATR'nin
aktivasyonu, H2AX ile birlikte ¢ok sayida proteinin fosforilasyonuna yol agarak birgok DDR
yolaginin aktivasyonuna yol agar. Baslica ii¢ yolak apoptoz, DNA c¢ift zincir tamiri ve hiicre

dongiisii kontrol noktalaridir.

1. Apoptoz (programli hiicre 6liimii): DNA hasar1 zararli mutasyonlara yol agabileceginden,
baz1 durumlarda hasar1 onarmaya calismak yerine hiicreyi ortadan kaldirmak organizma
icin daha yararl1 olabilir. Apoptoz, programli hiicre 6liimiidiir ve nekrozdan farkli olarak,
hiicre igerigi, gevredeki hiicrelerde hasara yol agmadan uzaklastirilabilmesi i¢in fagositik

hiicrelerin yutabildigi, apoptotik cisimler olarak adlandirilan pargalara dontisiir [133].

2. DNA ¢ift zincir tamiri: Hiicre i¢in radyasyonun olusturdugu DNA hasar tamirinin iki yolu
mevcuttur. Biri Homolog Rekombinasyon Tamir ( Homologous Recombination Repair;
HR) mekanizmasidir. HR olmayan hiicreler DNA ¢apraz baglama ajanlarina karsi hassas
ve radyosensitifdirler [134]. Homolog olmayan ug birlestirmede (Non-homologous end
joining; NHEJ) ise iki DNA ¢ift zincir kirik ucu homolog bir DNA dizisi gerektirmeden
birlestirilir. Ttiim hiicre dongiisii boyunca meydana gelebilir, ancak daha aktif oldugu asama
G1 fazi olarak bilinmektedir. Bu, HR'den daha hizli ancak daha az dogru bir siiregtir ve
genellikle kirilma bolgesinde kiigiik delesyonlar veya insersiyonlar meydana gelir. Bu

durum mutasyonlara yol acabilse de hiicrenin hayatta kalmasini saglar [135].

DNA c¢ift zincir tamirlerinde YH2AX, 53BP1, NBS1, BRCA1/2 ve Ku protoein
kompleksi rol oynar. DNA kiriklarinin sayisal olarak artmasi YH2AX ve 53BP1 ekspresyonun
seviyesinin de artisina sebep olur. Bu nedenle, bu proteinler kanser hastalarinda radyoterapinin
sonucunu belirlemek igin biyobelirteg olarak kullamilir. Ornegin, immiinofloresan boyama ile

YH2AX gosterilmesi klinik olarak radyoterapi duyarliliginin tespitinde kullanilmigtir [124].
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Radyobiolojiye gore, DSB onarim kapasitesine sahip olan hiicreler radyasyona karsi daha

direngliyken, onarim yetenegi zayif olan hiicreler daha hassas olarak bilinmektedir.

3. Hiicre dongiisii kontrol noktalari: Hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M evrelerine ayrilir. Bu
evreler siklin ve siklin kinazlar (CDK) tarafindan diizenlenmektedir. DDR, hiicre dongiisii
kontrol noktalarinin aktivasyonuna yol acar ve bu da DNA hasarinin onarilmasi i¢in daha
fazla zaman saglamak iizere hiicrelerin dongii boyunca gecikmesine veya durmasina neden
olur. HR kullanilarak ¢ift zincir kiriklarinin hatasiz tamiri, S fazi sirasinda kardes
kromatidin sentezlenmesini gerektirdiginden hiicre dongiisiiniin en radyosensitif faz1 bu

fazdir [136,137,138].

2.3 Mikronukleus

Mikronukleus (MN) boliinmekte olan hiicrelerin anafazinda geri kalan ve telofazda ana
cekirdege dahil edilemeyen kromozomlarin ya da asentrik kromozom/kromatid parcalarinin
nukleus disinda kalmasiyla meydana gelen olusumlardir. Niikleer zarla sarilmis ve sitoplazma

icinde bulunan kiigiik ¢ekirdek benzeri yapilar olarak goriintiilenirler [139].
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Sekil 2.3: Bir, iki ve daha ¢ok MN’ye sahip binukleer hiicreler [139].

Asentrik kromatid/kromozom pargalarini igeren MN, yanlis onarilmis veya onarilmamis
DNA ¢ift zincir kiriklarinin sonucunda olusur. Tiim kromatid/kromozomlar1 igeren MN ise,
satellit sentrometik/parasentrometik dizilerin hipometilasyonu, kinetokor defektleri ve anafaz
kontrol noktasindaki genlerde olan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. MN sayisindaki artis,
genotoksik ve kanserojen potansiyeli olan iyonlastirici radyasyon, ila¢ ve diger kimyasallar
dahil olmak iizere ¢esitli ajanlarin neden oldugu hiicrelerdeki sayisal ve yapisal kromozom

anomalilerinin belirteci olarak degerlendirilmektedir [140,141].
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Sekil 2.3.1: Sitotaksik ve Genotoksik ajanlarin hiicre iizerinde etkileri [139].

Genomik kararsizlik kanserin baslamasi ve ilerlemesinde tanimlayici 6zellik olarak
bilinmektedir [142]. Bu kararsizligin 3 tipi mevcuttur: bir veya birkag niikleotidin baz
degisimleri, delesyonlariyla nitelenen DNA dizisi varyasyonlarindan kaynaklanan niikleotid
kararsizligt (NIN); DNA tamir genlerindeki mutasyonlar sonucu kisa niikleotid tekrar
dizilerinde meydana gelen degisimlerden kaynaklanan mikrosatellit kararsizligi (MIN veya
MSI) [143] ve kromozomal diizeyde yapisal ve sayisal diizensizliklerden kaynaklanan
kromozomal kararsizlik (Chromosomal Instability; CIN). [144]. Hiicre boliinmesi sirasinda
kromozom dagilimindaki hatalarla karakterize olan kromozom kararsizlig1 kanser hiicrelerinde
yaygin olarak goriilmektedir. Yapilan arastirmalar malin tiimorlerin %60-%80’inde kromozom

kararsizlig1 oldugunu gostermistir [144].

DSB, DNA lezyonlarmin oliimciil sekli olarak degerlendirilmektedir [145]. DSB’ler
kemoterapi, genotoksik kimyasallar ve radyasyon maruziyeti sonucunda olugabilmektedir.
Onarilmadig: takdirde bu lezyonlar kromozomal bozukluklara, mutasyonlara ve karsinogeneze
neden olabilmektedir. Yiiksek 6karyotik hiicrelerde, DSB’lerin algilanmasinda birkag spesifik
molekiil bulunmaktadir [145]. Bu belirteclerden biri YH2AX olusumunda rolii olan H2AX

histonlarinin  Ser-139’da fosforilasyonu olarak bilinmektedir [146]. Bu fosforilasyon,
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kromatinde DSB’lerin olusumunu baglatan ve DNA hasar1 onarmmiyla iliskili hiicresel
tepkilerden biridir. Diger belirte¢ olan tiimor baskilayict p53 baglayici protein 1, insanlarda
TP53BP1 geni tarafindan kodlanan proteindir [147]. Radyasyona duyarli 51 (RADS5I)
rekombinaz, DSB’nin tespitinde kullanilan diger belirtectir. RADS1, tek ve ¢ift zincir DNA

kiriklarinin homolog rekombinasyon ile onariminda gorev alir [148].

Kromozom Kkararsizligi yapisal ve sayisal olarak siniflandirilmaktadir [149]. Yapisal
kromozom kararsizligi kromozom bolgelerindeki artis, kayiplar veya yeniden diizenlenmeler
(translokasyonlar, inversiyonlar) ile tanimlanir [149]. Andploidi olarak da bilinen sayisal
kromozom kararsizlig1 ise bir kromozomun kayb1 veya artis1 olarak nitelendirilmektedir [150].
Kromozom kararsizlifina yol agan nedenler arasinda, telomer disfonksiyonu, kromozom
gecikmesi (anafaz lag), kromatin kopriileri, MN ve mitotik ig hatalar1 sayilabilir [151]. MN’lar,
CIN-pozitif kanser hiicrelerinde DNA hasar1 nedeniyle olusan kirik kromozom pargalarini ve
anoploidileri gdsteren biyobelirteglerdir. MN’lar,  karaciger [152], kolorektal [153],

retinoblastoma [154], servikal kanserlerde [155] karsinogenezin belirte¢i olarak bilinmektedir.
2.3.1. Mikronukleus Olusum Nedenleri

MN’lar mitozda geciken kromozomlar ve yavru hiicrelerin nukleusuna entegre olamayan

asentrik fragmentlerden olusur.

Geciken kromozomlar ve hiicre dongiisii senkronizasyonu: Geciken kromozomlar,
kromozomlarin yanlis ayrilmasi, merotelik baglanmanin sonucu olusur. Yiiksek CIN
seviyelerine sahip kanser hiicrelerinde siklikla gozlemlenir. Merotelik baglanma, tek bir
kinetokorun her iki kutuptan ayrilan mikrotiibiillere baglanmasi sonucunda gergeklesmektedir.
Bunun sonucu anafazda kromozomlar iki ayr1 kutba ¢ekilirken, merotelik baglanan kromozom
cekilemez ve arada kalir. Geciken kromozomlar sitokinez sonrasi cogunlukla nukleusa entegre
olamaz ve mikronukleus olusumu olarak gozlenir [156]. Geciken kromozomlarin g¢ogu
anoploidiye sebep olmaz fakat ilgili yavru hiicrede mikronukleus olusumuna yol acar [157].
MN’larin niikleer zarfi kirilgan ve kolayca bozulabildigi i¢in, DNA’s1 sitoplazmik bilesenlere
maruz kalir [158]. S fazinda niikleer zarfin etkilenmesi replikasyonun durmasina ve DNA
hasarmin olusumuna neden olur [159]. MN’larda DNA replikasyonu siklikla gecikir ve
sitokinez asamasma kadar devam eder, bu da mikronukleus i¢inde bulunan DNA’nin

yogunlasmas1 ve parcalanmasiyla sonuglanir. Pargalanma, sonraki yavru hiicre
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kromozomlarindaki yeniden diizenlenmelere yol acan niikleer entegrasyonu tesvik ederek DNA

hasar seviyelerini artirmaktadir [160].

Asentrik fragmentler: Asentrik kromozom pargalart DNA replikasyonu ile ilgili olan
onartlmamig DNA c¢ift zincir kiriklartyla ortaya ¢ikar. DNA replikasyonu ve tamirindeki
bozukluklar, asentrik fragmentlere, dolayisiyla MN olusumuna neden olur. Bu bozukluklar
arasinda riboniikleaz RNAseH2 [161,162], MCM2-7 [163] replikatif helikaz, DNA hasarina
yanitta araci proteinler; MDC1 ve TOPB1 [164], DNA’ya yonelik primaz/polimeraz (PrimPol)
[165], Fanconi anemisi/BRCA [163,166,167]yolunun bilesenleri, Bloom sendromu RecQ
benzeri helikaz (BLM) [168], SMC5/6 [167] kompleksi, kromatin yeniden sekillendirme
faktorleri SSX [169], ATRX [166] ve PARPI ile etkilesimde olan protein KHDC3L [170]
bulunmaktadir. Son olarak, kromozom igeren kromatin kopriilerinin ¢oziilmesi, asentrik

pargalarin olusmasiyla sonuglanarak her iki yavru hiicrede MN olusumunu saglar.

Kromatin kopriileri: Kromozomlarin yanlis ayrilmasi anafaz kromozomlarinin kromatin
kopriisii olusturdugu fiizyonla da gerceklesebilir. Bir kromatin kopriisii, nukleoplazmik/anafaz
kopriilerini ifade eden boliinmiis yavru ¢ekirdekler arasindaki iki DNA molekiiliinii baglayan
kromatin dizisidir. S-fazi sirasinda veya hemen sonrasinda rekombinasyon veya replikasyon
ara iriinlerinin uzaklastirilamamasi nedeniyle olusmaktadir [171]. Sitokinezden 6nce kromatin

kopriilerinin ¢éziilmemesi kanser hiicrelerinde genomik kararsizlikla sonuglanir [172].
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Sekil 2.3.1: Kirik/fiizyon/koprii dongiisii modeli [173].
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Kirik-flizyon-koprii. modeli olarak adlandirilan bu mekanizmada (Sekil 2.3.1),
kromozom kiriklar1 sonucu birlesmis (transloke) kromozomlar anafazda ayrilamadan koprii
olarak kalir ve telofaz sirasinda kirilarak bir sonraki hiicre dongiisii sirasinda bagka kiriklara ve
ug birlesmelerine neden olur. Birbirini izleyen hiicre béliinmeleri sirasinda birden fazla kirilma
ve flizyon dongiisiinden sonra, genomda gen amplifikasyonu, andploidi ve poliplodiye sebep
olan yeniden diizenlemeler olusabilir. Kromatin kopriileri, telomer yapisi veya uzunlugundaki
kusurlar, DNA replikasyon hatalari, kromozomlardaki translokasyonlar sonucu meydana
gelebilir [173].

2.3.2 Mikronukleusun Yol A¢tig1 Sonuclar

MN olusumu ve onu takiben genom ¢ap1 yeniden diizenleme yapilarini incelemek i¢in
gerceklestirilen ¢alismada, mikronukleus olusumundan sonra hiicre siklusunun S ve G2 fazlar
arasinda, kromozomal yeniden diizenlemelerin olustugu gozlemlenmistir. MN’da nukleusa
gore, daha fazla kromozom anomalileri ve kusurlu/asenkronik replikasyonlar saptanmistir. MN
icindeki kromatinin hala prematiire olarak kondanse oldugu goézlenmesi yiiziinden, hiicre
boliinmelerinde MN’da bulunan hasarli kromozom yapisi, primer nukleusa dahil olarak genoma

entegre olabilmektedir [174].

MN, son yillarda kesfedilen ve genellikle tek bir kromozom tamami veya parg¢asinda meydana
gelen tek adimli bir felaket olarak tanimlanan kromotripsis olusumunda rol oynayan
mekanizmalardan biri olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Yunanca chromo, renkli ve
thripsis, pargalara ayrilmak anlamina gelmektedir. Kromotripsis, tek asamali hiicresel bir
felaket sonucu bir veya birden fazla kromozom bdolgesinin lokalize olarak par¢alanmasi, hatali
ve karigik sirali bir sekilde yeniden birlesmesi seklinde olusmaktadir. Cok sayida kromozom

kirtk noktasi, kopya say1 degisimleri, yeniden diizenlenmeler genel 6zelliklerindendir [174].

MN ile baglantili DNA’nin parcalanma durumu ilk defa 1968 yilinda Kato ve Sandberg
tarafindan rapor edilmistir. MN’de bulunan genetik materyal, bozulmus ve senkronize olmayan
DNA replikasyonunun, niikleer zarfin biitiinligliniin bozulmasi1 ve nukleositoplazmik
tasinmanin neden oldugu DNA tamirindeki hatalarla tanimlandigi kabul edilmistir. Niikleusun
aksine MN’larin niikleer por komplekslerinin olmadigi gosterilmistir. Bununla baglantili olarak
DNA onarimi ve replikasyonu i¢in gerekli bilesenlerin MN’a teslimati1 sekteye ugramakta ve

bu sebeple MN igindeki mevcut hasar daha da artabilmektedir. Bu tip kromozom yapilarini
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tastyan MN, hiicre tarafindan elimine edilemezse MN, ilerleyen hiicre dongiilerinde, normal

hiicre ¢ekirdegine dahil olarak kromotriptik yapilarin olugmasina neden olabilir [175].
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Sekil 2.3.2: Kromotripsis olusum mekanizmasi olarak mikronukleus modeli. [174].
2.3.3 Mikronukleus inceleme Yontemleri

MN ilk kez, 19. yiizyilin sonunda Howell ve Jolly’nin kedi ve siganlardan alinan
kanlarda yaptiklar1 arastirma sonucunda inkliizyonlar seklinde bulunmustur. Bu inkluzyonlar
Howell-Jolly cisimcigi olarak isimlendirilmis ve ileri anemi hastalarindan alinan perifer kan
eritrositlerinde de gézlenmistir. 1959 yilinda Evans ve ark. tarafindan yapilan arastirmada gama
isinlarinin barbunya kok uclarinda mikronukleus olusturdugu gozlemlenmis ve kromozom
aberasyonu kantitatif olark degerlendirilmistir [176]. 1970 yilinda Boller ve Schmid, Cin
Hamsterinin kemik iligi ve perifer kanini alkilleyici ajan olan trenimon ile muamele ederek
hematopoez sirasinda cekirdeklerden yoksun normal eritrositler arasinda mikronukleuslu
eritrositlerin sikligin1 degerlendirmek amaciyla test yontemi gelistirmislerdir [177]. Makalede
bu yontem “Mikrokern-Testi” (mikronukleus testi) olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki
yillarda MN ile ilgili farkli ¢alismalar yapilmaya devam etmistir. Ancak, kromozom
anomalilerinin MN olarak gosterilebilmesi nukleer boliinmeyi gerektirdiginden ve kullanilan

yontemlerde hiicrenin boliiniip boliinmedigi ayirt edilmediginden giivenilir sonuglar elde
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edilememistir. MN 1985’de Fenech ve Morley tarafindan sitokinezin engellenmesi esasina
dayanan ve hiicre dongiisiinii tamamlayan ¢ift nukleuslu (binukleer) hiicrelerin elde edilmesini
saglayan bir yontemin gelistirilmesi daha giivenilir ve kabul goren c¢alismalara imkan

saglamustir [141].

Sitokinez blogu mikotoksin metaboliti olan sitokalasin-B (cyt-B) kullanimiyla elde
edilmektedir. Spesifik olarak, cyt-B mikrofilament halka olusumunda rolii olan aktin
polimerizasyonunu inhibe ederek sitoplazmanin bdliinmesini engeller. Boliinen hiicrelerin iki
nukleuslu asamasinda cyt-B ile inhibe edilmesi, sitokinezde kromatin kopriilerinin ¢éziilmesini
saglayabilmek i¢in bir siire saglamaktadir. Ayrica, sitokinez inhibisyonu kromatin kopriilerinin
kirilmasini 6nleyerek bunlarin daha sonraki analizler i¢in iki nukleuslu hiicrelerde birikmesini

saglamaktadir [178].

CBMN testinde sitotoksik etki tek, ¢ift ve ¢cok nukleuslu hiicrelerden ilave nekrotik ve
apoptotik hiicre oranlarinin kaydedilmesiyle hesaplanmaktadir [178]. MN olusumunda roli
olan mekanizmalarin belirlenmesinde CBMN yontemiyle kinetokorlarin immiinokimyasal
isaretlenmesi veya sentromerik/telomerik problarla in situ hibridizasyon birlikte
kullanilabilmektedir. Bu deneylerin birlikte kullanilmasi, MN’lerin igerigindeki kromozomlar
veya asentrik pargalarin tanimlanmasini da saglayabilmektedir. 1997 yilinda 21 iilkeden 34
laboratuvarin katilimiyla gergeklestirilen ortak projede (HUman MicronNucleus (HUMN)
Project), CBMN yontemi ile insan popiilasyonunda MN sikligi ¢alisilmis ve kanserde 6nemli
biyobelirteg olarak kabul edilmistir [179].

CBMN testi DNA hasari, nekroz, apoptoz, sitostaz ve sitotoksisiteyi 6lgmek igin
kullanilmaktadir. Onceden lenfositlerin analizi igin gelistirilmis CBMN testi epitelyal ve
mezenkimal hiicrelerde de MN degerlendirmek i¢in kulllanilabilmektedir [178]. CBMN testi,
MN’lara ek olarak niikleoplazmik kopriiler (NPB), niikleer tomurcuklar (NBUD), boliinen
hiicre oran1 (sitostaz parametresi, NDi), apoptoz ve nekroz gegiren hiicrelerin (sitotoksisite)

degerlendirilmesinde dnemli role sahiptir (Sekil 2.3.3)

!
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Sekil 2.3.3: BN, NPB ve NBUD [139].

NPB’ler yavru nukleuslar arasindaki dar kopriiler olarak bilinmektedir ve DNA ¢ift

zincir kiriklart veya DNA yanlis onarimi sonrasi telomer ug fiizyonlarindan kaynaklanan

disentrik kromozom belirtecidir. NPB’ler disentrik kromozom/kromatidlerin sentromerleri

anafaz sirasinda mitotik igin zit kutuplarina ¢ekilmesi sonucunda olusmaktadir (kirik-fiizyon-

koprii).

NBUD’lar ise gen amplifikasyonunun belirteci olarak kabul edilmektedir.

Nukleoplazmik baglant1 araciligiyla ¢ekirdege baglanan mikronukleus benzeri olusumlardir,

hiicrelerin fazla (amplifiye olmus) DNA’y1 uzaklastirdigi mekanizmay1 gostermektedir [178].

CBMN yonteminde hiicrelerin skorlanmasi Fenech’in [178] getirdigi kriterlere gore

yapilmaktadir. Sitokinezi engellenmis hiicreler MN siklig1 i¢in asagidaki 6zellikleri tagimalidir:

1.
2.

Hiicreler ¢ift ¢cekirdege sahip olmalidir.

Cift ¢ekirdekli hiicreler saglam niikleer membrana sahip olmali, ayn1 sitoplazmik sinir
icinde yer almalar1 gerekmektedir.

Cift ¢ekirdekli hiicrelerdeki iki c¢ekirdek esit biiylikliikk, boyama deseni ve boyama
yogunluguna sahip olmalidir.

Cift cekirdekli hiicrelerdeki iki ¢ekirdek niikleer capin dortte birinden fazla olmayan
ince nukleoplazmik koprii ile baglanabilmektedir.

Cift ¢ekirdekli hiicrelerdeki iki ana ¢ekirdek bir birine dokunabilir ancak terch edilen
birbiriyle c¢akismamalidir. Cakistigit  halde nukleer siirin  ayirt  edilirse
degerlendirilebilir.

Iki gekirdekli hiicrenin sitoplazmik sinirt veya membrani biitiin olmali ve komsu

hiicrenin sitoplazmik sinirindan ayirdedilmelidir.

MN skorlama kriterleri: Morfolojik olarak ana g¢ekirdeklerle ayni olsa da, 6lcii olarak daha

kiiciik boyutlara sahiptir.

1.

Insan lenfositlerindeki MN ¢ap1 ana cekirdeklerin ortalama c¢apinin 1/16’s1 ile 1/3’i
arasinda degiserek BN hiicresindeki ana ¢ekirdeklerden birinin alaninin 1/256°s1 ile
1/9’una karsilik gelir.

MN yuvarlak veya oval sekilde olabilir.

MN refraktil degildir, boyama partikiilleri gibi artefaktlardan kolaylikla ayirt edilebilir.
MN ana cekirdege bagli degildir.
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5. MN ana c¢ekirdeklerle iist iiste gelmemeli, mikroniikleer siir niikleer sinirdan ayirt
edilebilir nitelikde olmalidir.
6. MN genellikle ana ¢ekirdeklerle ayn1 boyanma yogunluguna sahip olsa da, bazen

boyanmanin daha yogun olabilme ihtimali vardir.
NPB’ler i¢in skorlama kriterleri:

1. Cift ¢ekirdekli hiicreler arasinda niikleoplazmik baglant1 seklinde goriinmektedir.

2. NPB’lerin ¢ap1 degisken karaktere sahiptir ancak genellikle hiicre i¢indeki ¢ekirdek
caplarmin %4’ini gegmemektedir.

3. NPB ana ¢ekirdeklerle ayn1 boyanma 6zelligine sahip olmasi gerekmektedir.

4. Nadiren birden fazla niikleoplazmik koprii bir biniikleer hiicre i¢inde gbzlemlenebilir.

5. Niikleoplazmik kopriiye sahip ¢ift ¢ekirdekli hiicre bir veya daha fazla MN igerebilir

veya icermeyebilir.
Niikleer tomurcuklar i¢in skorlama kriterleri:

1. NBUD ekstriizyon siirecinin agamasina bagli tomurcuk ¢apindan daha dar veya ince
koprii ile ¢ekirdege baglanmalari disinda goriiniis olarak MN’lere benzemektedir.

2. NBUD MN ile ayni boyanma 6zelligine sahiptir.

3. Cekirdege bilesik vakuol igerisinde yer alir gibi goriinmektedir.
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Sekil 2.3.3.1: A 1-2 BN hiicre, B-B1-B2 bir mikronukleuslu BN hiicre, C- iki

mikronukleuslu BN hiicre

... B-2 e

Sekil 2.3.3.2: A 1-2 3N ve B 1-2 4N hiicrelere ornekler

Sekil 2.3.3.3 . NPB ve NBUD hiicrelerine 6rnekler

2.3.4 Mikronukleus Testi Kullanim Alanlar:

MN 1980°den sonra deney hayvanlariyla yapilan ¢calismalarda kimyasal ve fiziksel ajan
maruziyeti sonucunda olusan sitotoksik hasar gostergesi olarak kullanilmistir. MN testi,
kromozomlarin etkileyen ultraviyole ve radyasyon gibi fiziksel etkenlerin, kimyasal maddelerin
genotoksik ve karsinojenik etkisinin tespitinde, ilaglarin toksik etkilerinin arastirilmasinda,
kromozom kararsizliginin gosterilmesinde biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir [180].
Kullanim alanlarindan biri de kanser genetigidir. Bu yontemle, hiicrelerdeki kromozom
kiriklari, premalin degisiklikler, hiicrelerde olusan morfolojik degisiklikler kansere isaret
ettiginden kanser riskinin gosterilmesinde kullanilabilmektedir [181]. Ayrica, tedavi sirasinda
hastaligin ilerlemesiyle olusan ikincil kromozomal degisikliklerin tespitinde kullanilmaktadir.

Iyonize radyasyonun ve mikrodalga 1sinlarinin klastojenik ekisini gdsterme yetenegine sahiptir.
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MN yontemi, sigara, pestisitler, ve bu gibi diger kimyasal maddeler, enfeksiyon gibi ¢evresel

ve mesleki maruziyet sonucu olusan etkilerin degerlendirilmesinde uygulanmaktadir [182].
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2. KAVRAMSAL CERCEVE

BBK’i bas ve boynun mukozal yiizeylerini (6rn. agiz, bogaz, larenks) ¢evreleyen yassi
hiicreleri tutan tiimorlerdir ve bas boyun yassi hiicreli karsinomlari olarak isimlendirilir. Ayrica,
tilkliriik bezlerinde, siniislerde, bas ve boyundaki kas veya sinirlerde de meydana gelebilir.
Ancak bu kanser tiirleri yassi hiicreli karsinomlardan daha az yaygin olarak bilinmektedir
[183,184].Y1lda 660.000°den fazla yeni vaka ve 350.000 o6liimle diinya genelinde yaygin
kanserlerden biridir [185,186]. Ozellikle, gelismis iilkelerde sigara kullaniminin azalmasi
sebebiyle etiyolojide olasi degisiklikler goriilmekle birlikte, goriilme sikliginda artis
gozlemlenmektedir [187]. BBK’nin goriilme siklig1 i¢in 2030 yilina kadar yillik %30°luk bir
artisin olacagi ongoriilmektedir. BBK hem hastalik hem de tedavi siirecinde hastalarin temel
islevlerinde bozukluklara sebep olarak yasam kalitelerini etkileyen kanser tiiriidiir. BBK’de
goriilebilecek klinik bulgular, primer bolge, kanser olusumunda rolii olan risk faktorlerine
maruz kalmaya gore degiskenlik gosterir. BBK’nin klinik tanisi, hastanin fizik muayenesi, tibbi
oykiisii, radyolojik ve tiimor doku 6rneklerinin patolojik incelenmesiyle yapilmaktadir. Genel
olarak, BBK erkekleri kadinlardan 2-4 kat daha fazla etkilemektedir [188]. Erkeklerde oral
kavite ve dudak kanserleri ikinci yaygin kanserler olarak bilinmektedir (100.000°de 10) [189].
Tiitlin igme ve alkol kullanimi1 BBK igin 6nemli risk faktorlerindendir ve vakalarin %72’sinde
tiitiin ve alkoliin birlikte kullanildig1 gozlenmektedir [190], Fiziksel aktivite [191], agiz hijyeni
[192], diyet [193], ve diger yasam tarzi faktorleri kismen mindr risk faktorleri arasindadir.
Yiiksek riskli HPV (6zellikle HPV tip 16), orofarenks kanserleri i¢in 6nemli risk faktoriidiir
[194]. BBK ig¢in risk faktorlerinden biri genetik faktorlerdir ve genetik yatkinlikla iliskili

caligmalar oral ve farenks kanserlerinde yapilmistir [195].

Tedavi yontemleri tiimoriin evresine gore degisiklik gostermektedir. Erken evre BBK
hastalar: i¢in genel tedaviler cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immunoterapi, gen tedavisi vb.
icermektedir [196]. Ileri evre BBK hastalar1 icin ise kemoterapi ve kemo-radyoterapi kombine
tedavisi dahil olmak iizere multidisipliner tedavilerin kullanilmasi 6nem tagimaktadir [197].
Son 20 yilda, RT saglikli komsu dokulara verilen dozu azaltarak risk altinda olan primer bolgeyi
ve lenf nodu bolgelerini hedef alarak, gelisebilecek akut ve kronik yan etkilerin olusmasini

azaltarak tedavi oranini artirmistir ve giiniimiizde BBK hastalar1 i¢in yaygin kullanilan tedavi
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bir yontemidir [198]. RT’nin sonucunu kontrol eden temel faktdrlerden biri radyasyon
dozudur. Radyasyon, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeyde degisikliklere neden olmaktadir
[199]. Standart RT igin genellikle giinde 2 Gy fraksiyonlar halinde, haftada 5 giin, toplam 60-
70 Gy verilmektedir [200]. Yiiksek voltajli X-1s1n1 dokulara niifuz ettiginde oksijeni iyonize
eder ve serbest oksijen radikallerini (ROS) iiretir, bu da hiicrelerin genetik materyaline (DNA)
zarar verir ve hiicre boliinmesinin ve c¢ogalmasmin engellenmesiyle sonuglanir. Kanser
hiicreleri genellikle hipoksiktir ve radyasyon tedavisine nispeten direnglidir. Ancak,
radyoterapinin anti-tiimor etkisi radyasyon bolgesinde yer alan normal dokularda da hasara
neden olmaktadir. [201]. RT sonrasi toksisite, radyasyon sonrasi ortaya ¢ikan komplikasyonlar
olarak tanimlanmaktadir ve bunlar normal dokularda gecici veya kalict degisikliklere neden
olabilir. Yaygin akut toksisiteler arasinda mukozit, dermatit, disfaji, odinofaji, ses kisikligi,
larenks Odemi ve tat kaybi gibi etkiler bulunmaktadir [202]. Geg¢ toksisitelere ise
osteoradionekroz, kserostomi,subkutan fibroz, tiroid disfonksiyonu, trismus vb. ornek
verilebilir [203]. Radyosensitivite, bunlar gibi olumsuz yanit oranina yol ag¢an belirleyici faktor
olarak bilinmektedir [204]. Radyosensitiviteyi yansitan biyobelirteglerin tanimlanmasi tedavi
kisisellestirilmesinde, toksisiteyi sinirlamada temel stratejiler olarak kabul edilmekte ve farkl
yontemlerle gosterilmektedir [205]. Bu yontemlerden biri CBMN yo6ntemidir. Genotoksik ajan
maruziyeti sonrast DNA hasar1 ve kromozom pargalar1 olugsmaktadir. Sentromeri olmayan
parcalanmis kromozomlar, sitokinezde her bir yavru hiicreye bir ¢ift homolog kromozomu
ayiran kinetokora baglanamaz ve nukleus diginda kalarak mikronukleus olusumuna neden olur.
Aktin inhibitorii olan sitokalasin kullanilarak, iki yavru hiicrenin nukleus béliinmesi devam
ederken sitokinezinin tamamlanmasi engellenir, bu da iki yavru ¢ekirdege sahip bir hiicre, yani
cift ¢gekirdekli hiicrelerin olusmasina yol agar. Bu iki ¢ekirdekli (binukleer) hiicrelerde nukleusa
katilamayan kromozom parcalar1 kii¢lik nukleus goriiniimiinde, mikronukleus adi verilen
yapilar olarak izlenir ve mikroskopta analiz edilerek kromozom hasarinin saptanmasi saglanir
[206]. CBMN yontemi, perifer kaninda toplam MN, NPB, NBUD sayisini belirlemek igin

kullanilmistir.

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalinda tedavisi uygulanan 10 KRT, 12 RT hasta perifer kanlar1 kullanilmistir.
Ayrica, kontrol grubuna 10 saglikli birey dahil edilmistir ve perifer kanlar1 alinmistir. Alinan
10 ml kanlarin, biri tiip icinde 1sinlanarak (2 Gy) digeri 1snlanmadan ¢alisilmis ve Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1, Asim Cenani
Sitogenetik Laboratuvarinda CBMN yontemi uygulanmistir. Hasta gruplar1 arasindaki
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radyosensitiviteye gore bireysel farkliliklar ve tedavi sirasinda lenfositlerde olusan kromozomal
hasart incelemek ve bu hasarin RT ve KRT tedavi yontemlerine gore farklilik gosterip
gostermedigi arastirilmistir. Her hasta i¢in planlanmis hiicre orami sayilarak, MN siklig1
arastirilmistir, tedavi asamalarina gore hasta grublar1 ve kontrol grubu karsilasitirilmali olarak
iki ayr1 tedavi grubundaki hastalarin klinik bulgular1 ve radyotoksisiteleri karsilagtirmali olarak

degerlendirmeye alinmistir.
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2. YONTEM

2.1. Olgular

Calismaya, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Radyasyan
Onkolojisi Anabilim Dalinda BBK tanisiyla RT uygulanan 12 ve KRT uygulanan 10, toplam
22 hasta dahil edildi. Kontrol grubu olarak ise, herhangi bir kanser 6ykiisii olmayan ve sigara
icmeyen 50 yas iistii 10 saglikli birey secildi. Calisma, 21 Haziran 2022 tarihinde Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (Say1: E-
83045809-604.01.01-416043) ve calismaya dahil olan hasta ve kontrol grubunu olusturan

olgulardan bilgilendirilmis onam formu alinmistir.

2.1.1. Tedavi

RT uygulanan grupta, 7 olguya cerrahi sonrasi, 5 olguya cerrahi olmaksizin sadece RT
uygulandi. KRT uygulanan grupta 8 olgu kemoterapi (KT) ve RT’yi es zamanli olarak alirken,
2 olguda 6nce KT, ardindan RT uygulandi. Endikasyonu olan 2 hastaya RT &ncesi neoadjuvan
3 kiir dosetaksel-sisplatin-5 FU kemoterapisi, ardindan RT ile es zamanli haftalik 40 mg/m2

uygulanmis, 8 hasta ise ii¢ haftada bir 100 mg/m2 sisplatin kemoterapisi almistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Ex Vivo Isinlanmasi

Hastalardan, tedavi oncesi, tedavi ortas1 ve tedavi sonunda 10 ml heparinli kan alind.
Ayni miktarda heparinli kan kontrol grubuna dahil bireylerden de toplandi. Kan 6rneklerinin
toplanma zamanlamasi Sekil 2.2.1°deki gizelgede gosterilmektedir. Iki ayri tiipte alinan kan
orneklerinden biri piring dolu kutu i¢ine yerlestirilerek Radyasyon Onkolojisi Anabilim dalinda
oda sicakliginda 2 Gy X-1s1n1 ile 1s1nlandi. Piring dolu kutu i¢inde 1sinlamanin sebebi insan

dokusuna daha yakin 1s1n almasiyla iliskilidir. Diger tiip 1sinlanmadan ¢alisildi.
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1 Hafta p Hafta 1 Hafta 1. Hafta 5 Hafta 6-9. Hafta
8|9 |10 |11 |12 |13 22 (23 |24 |25 |26 (27 |28 |29 |30 (31 |32 |33 |34 |35

Sekil 2.2.1: RT ve KRT olgu gruplarindaki hastalardan kan alma cizelgesi [207].

[ Hem kemoterapi hem de radyoterapi [__| Tedavi ortasinda kan alum

Bl xenam I Kemoterapi I  Radyoterapi

2.1.2 CBMN yontemi

Isinlanan ve 1gmlanmayan iki kan ornegi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuvarinda CBMN yontemi
kullanilarak incelenmistir. Bunun igin 72 saatlik kiiltiir yontemi uygulanmig ve hazirlanan
preparatlar Giemsa boyama yontemiyle boyanmustir. Preparat hazirligi, boyama iglemleri
asagida belirtilen protokole gore yapilmistir. Boyanmis preparatlar, 151k mikroskobunda
incelenerek MN kriterleri degerlendirilmistir.

2.1.2.1 Periferik Kan Kiiltiira

1. Heparinli tiipe alinan kan 6rneklerinden 0,5 ml, 5 ml medyum bulunan vidali kapakl: kiiltiir

tiiplere ekilmistir. Her olgu i¢in 2’ser 1s1nl1 ve 1s1ns1z olmakla 4 kiiltiir tiipii hazirlanmustir.
2. Tiipler 37°C’lik etiive konularak 72 saat inkiibe edilmistir.

3. Kiiltiir tiiplerine ekimin 44.saatinde hiicrelerde sitokinezi engellemek amaciyla 600 pl

Cytochalasin-B (cyt-B) eklenmistir.

4. 28 saat sonra kiiltiir sonlandirilarak kiiltiir ¢ikis1 islemlerine gecilmistir.
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2.1.2.2 Kiiltiir Cikasi
1. Tiipler etiivden alinarak 1200 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

2. Bu siirenin sonunda supernatant atilarak pellet {izerine vorteks iizerinde 4 tiipe 6 ml soguk

0.075M KClI eklenerek hipotonik sok i¢in, 1200 rpm’de 8 dak santrifiijlenmistir.

3. Hipotonik sok siiresinin sonunda tiipler santrifiijden alinarak, supernatant atilip pellet tizerine
vorteks lizerinde 5:4:1 oraninda taze hazirlanmis ve soguk olan NaCl:Metanol:Asetik Asit

fiksatifinden damlatilarak ilave edilmistir. Tekrar 1200 rpm’de 8 dak santrifiijlenmistir.

4. Santriflij bitiminde supernatant atilip pellet iizerine vorteks iizerinde 4:1 oraninda taze
hazirlanmis ve soguk olan Metanol:Asetik Asit fiksatifinden damlatilarak ilave edilmistir. Bu

islem 2 kez daha yapildiktan sonra yayma islemine hazirlanmistir.
2.1.2.3 Yayma Islemi

1. Santrifiij edilmis ve supernatanti atilmis 4 tiipteki pellet %70-75 nem oraninda lam iizerine

mikropipet yardimiyla 60ul 6rnek yayilmistir.

2. Lamlar boyama isleminin ger¢eklestirilmesi i¢in havada kurutulmaya birakilmstir.
2.1.2.4. Boyama Islemi

1. 1 buffer tablet, 1litre iceren buffer soliisyonu hazirlanmistir.

2. Boyama i¢in hazir hale gele gelen lamlar 10ml Giemsa boya + 90 ml buffer soliisyonundan

ibaret boyada 10 dakika bekletilerek boyanmustir.
3. Siire bitiminde lamlar akan suda yikanarak havada kurumaya birakilmstir.
2.1.2.5 Mikroskobik inceleme

Hazirlanan preparatlar, Olympus BX50, Leica DM 2500 151tk mikroskobunda x10 objektifle
taranarak incelenmis ve goriintiiler Argenit AKAS kromozom analiz ve goriintiileme
sisteminde arsivlenmistir. Her hasta ve saglikli birey i¢in toplam 1000 hiicre sayilmasi

hedeflenmis ve hiicreler FENECH [178] kriterlerine gore degerlendirilmistir.
2.3. Istatistik Analiz Yontemleri

RT, KRT olgu gruplarinin tedavi dncesi 1s1nli ve 1s1ns1z MN sikliklari, ND indeksleri ile kontrol
grubu MN sikliklari, ND indeksleri arasindaki iligki tek yonlii varyans analizi ANOVA yontemi
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ile degerlendirildi. RT ve KRT olgu gruplarinin 1ginli ve 151ns1z ¢alisiimasina gére MN sikliklart
ve ND indeksleri Paired Samples T-testi ile degerlendirildi. RT ve KRT olgu gruplarinda tedavi
zamanlamasia goére MN sikliklari, ND indeksleri Repeated Measures ANOVA testi ile
degerlendirildi. RT ve KRT olgu gruplarindaki 1sinli ve 1s1ns1iz MN sikliklar ile olusan yan
etkiler arasindaki iliski Pearson ve Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. RT ve KRT
olgu gruplarindaki 1s1nl1 ve 1snsiz MN siklik farklari ile yan etkiler arasindaki iliski Spearman
korelasyon analizi uygulanarak degerlendirildi. RT ve KRT olgu gruplarindaki yas, cinsiyyet,
aktif sigara ve sigara kullanimi, RT fraksiyon sayisi, evre T ve N dagilimlar ile 1s1nl1 ve 151ns1z

MN sikliklar1 arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi.
2.4 Niikleer Divisyon Indeksinin hesaplanmasi

Niikleer Divisyon indeksi (NDi) canli hiicrelerin boliinme kapasitesini gosterir ve sitotaksik
etki gostergesi olarak bilinmektedir. NDi Eastmond ve Tucker”in [208] yontemine gore
hesaplanmaktadir. 1,2,3,4 cekirdekli hiicrelerin sikliginin belirlenmesinde 500 hiicre sayilmis
ve NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Burada, M1- M4
1-4 ¢ekirdekli hiicre sayisini, N ise toplam hiicre sayisini gosterir (nekrotik ve apoptotik
hiicreler harig). Miimkiin olan en diisitk NDi degeri 1,0 olarak kabul edilmektedir. Bu deger,
tiim hiicrelerin sitokinez blogu doneminde boliinememesi, ve hepsinin tek c¢ekirdekli olmasi
durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Tiim canli hiicreler bir niikleer boliinmeyi tamamladiysa, ve bu
nedenle hepsi iki ¢ekirdekliyse, NDi degeri 2,0’dir. Bir NDi degeri ancak canli hiicrelerin
onemli bir kismi sitokinez-blok fazi sirasinda birden fazla niikleer boliinmeyi tamamlamigsa ve

bu nedenle ikiden fazla ¢ekirdek i¢eriyorsa, NDi degeri 2,0'den biiyiik olabilir.

2.5 Kullanilan kimyasallar ve cihazlar
2.5.1 Cahismada Kullanilan Cihazlar

1. Derin Dondurucu (-20 C) (4042 T Plus)

2. Buzdolabi (4042 T Plus +4°C)

3. Etiiv (Memmert BM400)

4. Manyetik Karistiric1 (Are Velp Scientifica)

5. Vorteks (SCILOGEX MX-S)
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6. Hassas Terazi (Precisa x B 220 A)

7. Mikropipet (Gilson (100-100ul), Discovery Comport (100-1000ul))

8. Pastor pipeti
9. Santrifiij (Hettich Rotafix 32A)
10. pH metre (Isolab)

11. Pipet Uglan
12. Eldiven (BRP)

13. Mikroskop (Leica DM 2500) (Olympus BX50)

2.5.2 CBMN Yonteminde Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. NaCl (Biobasic Canada)

2. KCI (Tekkim)

3. Sodium Pyruvate (Diagnovum)

4. Penicillin/Streptomycin (Diagnovum)

5. Asetik Asit (Tekkim)

6. Metanol (Tekkim)

7. FBS (Fetal Bovine Serum) (Diagnovum)

8. Phytohemagglutinin (Diagnovum)

9. RPMI 1640, with L-glutamine (Diagnovum)
10. Cytochalasin B (Cayman Chemical)

11. Giemsa Stain Boya (Zag)

12. Ksilen (izomerleri Karisimi) (Tekkim)

13. Entellan (Molekula)

14. Buffer Tablet (Merck)
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15. DMSO (Si1gma)

2.5.3 CBMN yonteminde Kullanilan Cozeltiler
3.3.1.1. Besi Ortamu

90 ml RPMI 1640, L glutamine

20 ml Fetal Bovine Serum

1 ml Penicillin/Streptomycin

1 ml Phytohemagglutinin

1 ml Sodium Piruvat

Elde edilen karigim 12 ml’lik hiicre kiiltiirii tiiplerine 5’er ml bdliinerek kullanim soliisyonu

hazirlanir.
Sitokalasin-B ¢ozeltisi

5 mg sitokalasin-B ve 8,35 ml DMSO’da karistirilarak stok soliisyon elde edilir. 8,35 ml stok
75,15 ml RPMI 1640, with L-glutamine ile sulandirilarak kullanim soliisyonu elde edilir. 600
ng/ml olacak sekilde boliiniir.

Giemsa boyasi
1 buffer tablet pH 6.8
1 It distile su

Manyetik karistiricida buffer tablet 1 1t distile suda ¢ozeltilerek buffer sollisyonu hazirlanir.(pH
6-7)

90 ml buffer soliisyonu

10 ml Giemsa boyadan olusan %1’lik giemsa ¢ozeltisi hazirlanir

2.5.4 Kiiltiir Cikisinda Kullanilan Soliisyonlar

0,075 M KCL Hipotonik Sok soliisyonu hazirlanir.
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2.5.4.1 Yikama Fiksatifi 1.

50 ml NaCl

40 ml Metanol

10 ml Asetik asit

2.5.4.2 Yikama Fiksatifi 2.

40 ml Metanol

10 ml Asetik Asit

2.5.5 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler
NaCl (Biobasic Canada)

KCI (Tekkim)

Sodium Pyruvate (Diagnovum)
Penicillin/Streptomycin (Diagnovum)
Asetik Asit (Tekkim)

Metanol (Tekkim)

FBS (Fetal Bovine Serum) (Diagnovum)
Phytohemagglutinin (Diagnovum)
RPMI 1640, with L-glutamine (Diagnovum)
Cytochalasin B (Cayman Chemical)
Giemsa Stain Boya (Zag)

Ksilen (izomerleri Karigimi) (Tekkim)
Entellan (Molekula)

Buffer Tablet (Merck)
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3. BULGULAR

Calismaya Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dalinda RT (n=12) ve KRT (n=10) uygulanan 22 BBK tanil1 hasta dahil
edilmistir. RT uygulanan hastalarin cinsiyet dagilimi 10 erkek, 2 kadin; KRT uygulanan
hastalarin cinsiyet dagilimi 9 erkek 1 kadin seklinde olmus, kontrol grubuna ise 7 erkek, 3 kadin
dahil edilmistir. RT uygulanan hasta grubunun ortanca yas1 62,5 (36-75), KRT uygulanan hasta
grubunun 66 (47-72), kontrol grubunun ise 56 (50-59)’dir. RT olgu grubu 6 larenks, 1 sinonazal
timor, 5 oral kavite, KRT uygulanan olgu grubu 3 orofarenks, 2 nazofarenks, bir larenks, bir
oral kavite, bir hipofarenks, bir 6zofagus ve bir primeri bilinmeyen boyun metastazi tanisina
sahip bireylerden olusmustur. RT olgu grubu i¢in 16-33, KRT olgu grubu icin 33 tedavi
fraksiyonu uygulanmistir. RT olgu grubuna, tedavi dncesinde sigara kullanan 10, kullanmayan
2 hasta, KRT olgu grubunda ise sigara kullanan 7, kullanmayan 3 hasta dahilmistir. Tedavi
sirasinda ve sonrasinda RT olgu grubuna ait hastalardan sigara kullanan 10 hastanin 8’1, KRT
olgu grubuna ait 7 hastanin da 5’1 sigara kullanimini birakmistir. Kontrol grubu, sigara
kullanmayan, kanser 0ykiisii ve bagka herhangi bir saglik sorununa sahip olmayan bireylerden

olusmustur. RT ve KRT olgu gruplarinin klinik bilgileri Tablo 3.1 ve 3.2’ de verilmistir.

Tablo 3.1: RT Uygulanan Olgu Grubunun Cinsiyet, Yas, Sigara Kullanimi ve TNM

evreleri.
Olgu | Cinsiyet | Yas Sigara | Aktif Fraksiyon | Tam Evre
sigara sayisl
RT1 |E 60 + - 16 Larenks TisNO
RT2 |E 71 + - 25 Larenks TINO
RT3 |E 63 + + 28 Larenks TINO
RT4 |E 75 + - 30 Larenks T3NO
RT5 | E 70 + - 25 Oral kavite | T3N2
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RT6 | K 44 - - 30 Oral kavite | T4ANO
RT7 . 54 30 Sinonazal | T3NO
+ - tumor
RT8 | E 36 - - 30 Oral kavite | T3N2
RT9 | E 69 + + 30 Oral kavite | TINO
RT10 | E 70 + - 33 Larenks T2NO
RT11 | K 43 + - 33 Oral kavite | T3N1
RT12 | E 60 + - 33 Larenks T4N1

:* Bilgiler hastanin takip edildigi klinikten temin edilmistir.

Tablo 3.2: KRT Uygulanan Olgu Grubunun Cinsiyet, Yas, Sigara Kullanim1 ve TNM

evreleri.
Olgu Cinsiyet | Yas | Sigara | Aktif Fraksiyon | Tani Evre
sigara sayist
KRT1 |E 67 + - 33 Larenks T3NO
KRT2 | K 60 + + 33 Oral kavite T3N2
KRT3 |E 66 33 Primeri  bilinmeyen | TXN3
- - boyun metastazi
KRT4 | E 52 + - 33 Orofarenks T2N3
KRT5 | E 69 + - 33 Orofarenks T1N1
KRT6 | E 67 - - 33 Orofarenks T3N2
KRT7 |E 47 + + 33 Nazofarenks TAN2
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KRT8 | E 66 + - 33 Nazofarenks T4N1
KRT9 | E 63 - - 33 Hipofarenks T3N1
KRT10 | E 72 + - 33 Ozofagus T4N1
Tablo 3.3: Kontrol Grubunun Cinsiyet ve Yas dagilimlari.

Olgu Cinsiyet Yas

1 K 51

2 K 58

3 E 57

4 E 53

) E S7

6 E 55

7 E 59

8 E 57

9 K 54

10 E 50

RT uygulanan 10 hastadan tedavi Oncesi, tedavi ortasi ve tedavi sonu perifer kanlar

alinmis, 2 hastadan, tedavi sonunda saglik sorunlar1 olmasi nedeniyle sadece tedavi dncesi ve

ortasinda kan aliabilmistir. KRT uygulanan 10 hastanin 8’inden tedavi 6ncesi, tedavi ortasi

ve tedavi sonu kanlar1 alinmigtir. Bir hasta saglik sorunu, bir hasta da ex oldugundan tedavi

sonunda kanlar1 alimamamustir. Kontrol grubuna dahil olan bireylerden bir kez 10 ml perifer

kani alinmus, 1s1nl1 ve 1s1ns1z olarak ¢alisiimistir.
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RT grubuna ait 12 hastadan tedavi oncesinde 1sinlanarak calisilan kan 6rneklerinden
hazirlanan preparatlar i¢cin 802-1503 hiicre; 151ns1z kan 6rneklerinde 890-1524 hiicre sayilmistir.
Tedavi ortasinda ¢alisilan 1s1nl1 kan 6rneklerinde 690-1501 hiicre, 1s1ns1z kan 6rneklerinde 765-
1093 hiicre sayilmistir. Tedavi sonunda ¢alisilan 1s1nl1 kan 6rneklerinde 753-1083 hiicre, 151ns1z
kan orneklerinde 588-1547 hiicre sayilmistir, 2 hastadan saglik sorunlarindan kaynakli tedavi

sonu kanlar1 alinamadigi i¢in ¢aligilamamustir.

KRT grubuna ait 10 hastadan tedavi 6ncesinde 1sinlanarak calisilan kan 6rneklerinden
hazirlanan perperatlar i¢in 412-1022 hiicre, 151ns1z kan 6rneklerinde 335-1000 hiicre sayilmustir.
Tedavi ortasi i¢in 1s1inl1 kan orneklerinde 885-1022, 1sinsiz kan 6rneklerinde 930-1064 hiicre,
Tedavi sonu i¢in 1s1nl1 kan 6rneklerinde 524-1054 hiicre, 1s1ns1z 384-960 hiicre sayilmistir. 2

hastadan tedavi sonu kanlar1 alinamadigi i¢in ¢aligilamamastir.

Her olgu grubu i¢in, tedavi 6ncesi, tedavi ortasi ve tedavi sonu i¢in sayilan hiicrelerde
MN siklik (%) hesaplanmistir (Tablo 3.4). NPB, NBUD gozlenen hiicrelerin orani ¢ok diisiik

oldugundan MN sayimi olarak alinmistir.

Tablo 3.4: RT ve KRT hastalarinin MN sikhiklari (%0).

Olgu Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi
Oncesi | Oncesi | ortas1 | ortast | sonu sonu

151081z | 11l 151ns1z | 1s1nh 151ns1z | 151l

MN MN MN MN MN MN

RT1 17,2 31,2 11,7 20,7 3,9 17,2

RT2 12,06 | 23,9 5,2 22,7 3,8 15,4

RT3 7,15 17,8 6,7 19,00 | 4,7 10,6

RT4 8,1 17,3 7,01 10 9,8 29,8

RT5 10,38 15,07 | 8,54 11,6 12,7 21,2

RT6 4,32 12,23 |44 19,7 11,3 15,14
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RT7 6,97 16,8 4,51 15,27 | 1,79 24,9

RT8 9,2 16,17 | 10,66 |32,3 17,45 | 30,1

RT9 5,36 12,8 8,19 151 9,4 23,38

RT10 |6,32 21,9 4,64 20,9

RT11 |84 13,7 12,37 | 235 24,6 38,5

RT12 | 3,13 17,29 | 24,4 42,1

KRT1 |12,4 23,2 6,06 27,2 13,3 31,2

KRT2 |78 34,2 5,08 24,8 19,50 | 25,6

KRT3 | 9,6 22,4 3,8 19,4

KRT4 | 12,8 18,75 | 5,88 11,6 18,02 | 30,13

KRTS | 6,24 8,88 12,8 23,8 10,3 31,5

KRT6 | 11,3 19,8 3,64 17,28 | 18,9 32,4

KRT7 | 8,67 11,78 | 5,15 16,4 19,4 31,6

KRT8 | 4,22 10,72 | 11,12 |18,75 | 16,9 25,82

KRT9 | 6,22 8,84 12,9 2051 | 21,4 33,4

KRT10 | 4,5 11 3,93 19,21

NDi Eastmond ve Tucker’in yontemine gore hesaplanmistir. Her 6rnekten, 500 hiicre
sayilmis, bu sayima bir, iki, ti¢ ve dort ¢ekirdekli hiicreler dahil edilmis ve NDi= (M1 + 2M2 +
3M3 + 4M4)/N formiilii kullanilarak hesaplanmistir. RT ve KRT hastalarinin tedavi oncesi,
ortast ve sonunda ve kontrol grubunun o6rneklerinde 1sinl1 ve 1smsiz olarak saptanan ND

indeksleri Tablo 3.5 ve 3.6°da gosterilmektedir.
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Tablo 3.5: RT ve KRT hastalarimin Division indeksleri

Olgu Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi | Tedavi
Oncesi | Oncesi | ortas1 | ortast | sonu sonu

151081z | 151l 151081z | 1s1nlt 151081z | 1s1nlt

NDi NDi Ndi NDi NDi NDi

RT1 1,78 1,534 | 1,55 1,74 1,9 1,74

RT2 1,39 1,32 1,43 1,4 1,49 1,38

RT3 1,44 1,43 1,61 1,32 1,8 1,6

RT4 1,28 1,26 1,4 1,2 1,37 IS

RTS 1,55 1,55 1,74 1,51 1,55 1,5

RT6 1,42 1,45 1,02 1,29 1,38 1,2

RT7 1,8 1,65 1,54 1,49 1,74 1,57

RT8 1,51 1,53 1,26 1,14 1,28 1,15

RT9 1,56 1,3 1,49 1,51 1,7 1,57

RT10 | 1,45 1,27 1,65 1,16

RT11 | 1,53 1,39 1,35 1,31 1,42 1,37

RT12 | 1,33 1,23 1,27 1,24

KRT1 | 1,07 1,18 1,44 1,28 1,6 1,52

KRT2 |1,18 1,23 1,49 1,49 1,3 1,26

KRT3 | 1,51 1,27 1,49 1,4




51

KRT4 | 1,55 1,45 1,46 1,27 1,43 1,54
KRT5 |144 1,24 1,39 1,3 1,37 1,18
KRT6 | 1,62 1,6 1,27 1,25 1,57 1,52
KRT7 | 1,67 1,62 1,17 1,35 1,39 1,32
KRT8 |143 1,31 1,31 1,3 1,42 1,36
KRT9 |[1,35 1,36 1,43 1,42 1,04 1,06
KRT10 | 1,42 1,39 1,3 1,35

Tablo 3.6: Kontrol grubununun MN ve ND indeksi
Olgu Isinsiz MN (%) | Isinlit MN (%) Isinsiz NDi Isinli1 NDi
1 2,35 12,27 1,7 1,34
2 2,06 15,06 1,73 1,24
3 1,77 17,4 1,44 1,68
4 3,1 17,5 1,59 141
5 3,14 12,4 1,53 1,25
6 14 17,1 1,47 1,27
7 2,1 13,12 1,59 1,49
8 1,1 15,8 1,7 1,48
9 2,23 14,2 1,74 1,29
10 2,3 19,8 1,74 1,53
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RT, KRT ve Kontrol grubuna ait tedavi oncesi, ortas1 ve sonrasinda 1sinli ve 1s1nsiz

orneklerindeki MN sikliklari (Tablo 3.7) ve NDi i¢in (Tablo 3.8) ortalama ve standart sapmalari

hesaplanmustir.

Tablo 3.7: RT, KRT ve Kontrol grubuna ait tedavi oncesi, ortasi ve sonrasinda 1sih ve

151ns1z orneklerindeki MN sikhiklar:

Olgu RT (MN ortalama, standart | KRT ~ (MN  ortalama, | Kontrol (MN ortalama,
sapma) standart sapma) standart sapma)

Tedavi 8,22 (3,13-17,20) +3,77 8,38 (4,22-12,80) +3,12 2,16 (1,10-3,14) £0,65

oncesi

1S1NnS1Z

Tedavi 18,01 (12,23-31,20) +5,37 | 16,96 (8,84-34,20) £8,23 | 15,47 (12,27-19,80)

oncesi 151nlt +2,50

Tedavi

ortasi 1$1ns1z

9,03 (4,40-24,40) 5,59

7,04 (3,64-12,90) +3,74

Tedavi

ortast 151nl

21,07 (10,00-42,10) +8,87

19,90 (11,60-27,20) +4,51

151nl1

Tedavi sonu | 9,94 (1,79-24,60) 7,06 | 17,22 (10,30-21,40) +3,67
1$1NS1Z
Tedavi sonu | 22,62(10,60-38,50) 8,49 | 30,21 (25,60-33,40) £2,93
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Tablo 3.8: RT, KRT ve Kontrol grubuna ait tedavi dncesi, ortasi ve sonrasinda isinh ve

151ns1z orneklerindeki ND indeksleri

oncesi 151nlt

Olgu RT (NDi ortalama, standart | KRT ~ (NDi  ortalama, | Kontrol (NDi ortalama,
sapma) standart sapma) standart sapma)

Tedavi 1,50 (1,28-1,80) +0,16 1,42 (1,07-1,67) +0,19 1,62 (1,44-1,74) + 0,11

oncesi

181nS1Z

Tedavi 1,41 (1,23-1,65) +0,14 1,37 (1,18-1,62) +0,15 1,40 (1,24-1,68) +0,15

Tedavi

ortasi 1$1ns1z

1,44 (1,02-1,74) £0,20

1,38 (1,17-1,49) 0,11

Tedavi

ortasi 1g1nli

1,36 (1,14-1,74) £0,18

1,34 (1,25-1,49) +0,08

1510l

Tedavi sonu | 1,56 (1,28-1,90) +0,21 1,39 (1,04-1,60) +0,17
1S1NnS1Z
Tedavi sonu | 1,45 (1,15-1,74) +0,18 1,35 (1,06-1,54) +0,18

Tedavi oncesi 151l ve 151151z MN sikhiklar

RT ve KRT olgu gruplarinin tedavi 6ncesi 1sinlanmadan saptanan MN sikliklar ile kontrol

grubu MN siklig1 tek yonlii varyans analizi ANOVA yontemi ile degerlendirildi. RT ve KRT

gruplar1 arasinda anlamli fark bulunamazken (p=1,000), RT ile kontrol grubu arasinda

(p=0,000) ve KRT ile kontrol grubu (p=0,000) arasinda anlamli fark gézlendi. Ayni testler, 2

Gy ile 1sinlanan orneklerdeki MN sikliklar1 i¢in de gergeklestirildi ve RT, KRT ve kontrol

gruplar arasinda anlaml fark gézlenmedi (p=0,598). (Sekil 3.1)




54

MN sikhklar

RT KRT K

® TEDAVI ONCESI-0  m TEDAVI ONCESI-2GY

Sekil 3.1: RT, KRT tedavi dncesi ve kontrol grubunun 1sinh ve 1s1ns1iz MN sikliklari
Tedavi 6ncesi 151nh ve 151ns1z ND indeksleri

RT ve KRT olgu gruplarinin tedavi 6ncesi, 1sinlanmadan elde edilen NDindeksleri ile kontrol
grubu NDindeksi tek yonlii varyans analizi ANOVA yontemi ile degerlendirildi. RT ve KRT
gruplart arasinda (p=0,736); RT ve kontrol grubu arasinda (p=0,253) herhangi bir fark
bulunmadi. KRT ve kontrol grubu arasinda (p=0,024) anlamli fark gézlendi. Ayni testler, 2 Gy
1sinlanan kan 6rneklerinde bulunan NDindeksleri i¢in de gergeklestirildi ve RT, KRT ve kontrol
gruplari arasinda anlamli fark gozlenmedi (p=0,763). (Sekil 3.2)

NDindeksleri

RT KRT K

B TEDAVI ONCESI-0  m TEDAVI ONCESI-2GY

Sekil 3.2: RT, KRT tedavi 6ncesi ve kontrol grubunun 1sinl ve 1s1ns1z ND indeksleri
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Tedavi gruplarima gore MN sikliklari

RT ve KRT olgu gruplariin 1l ve 1sinsiz ¢alisilmasina gore MN sikliklar1 Paired Samples
T-testi ile degerlendirildi. RT grubunda 1sinli/isinsiz MN sikliklart tedavi 6ncesi (p=0,000),
tedavi ortast (p=0,000), tedavi sonu (p=0,000) arasinda anlaml fark gézlemlenmistir. KRT
grubunda 1smli/isinsiz MN sikliklari, tedavi 6ncesi (p=0,004), tedavi ortas1 (p=0,000), tedavi
sonu (p=0,000) arasinda anlamli fark goriilmiistiir. (Sekil 3.3)

1sinh/i1sinsiz MN sikhiklari

TEDAViI TEDAViI TO-0 TO-2GY TS-2GY
ONCESI-0 ONCESI-2GY

B RT mKRT

Sekil 3.3: Isinli ve 151ns1z ¢alisilmasina gore RT, KRT olgu gruplarindaki MN sikliklar
Tedavi gruplarina gore ND indeksleri

Ayni testler, her iki grupta NDindeksleri i¢in de gerceklestirildi. RT grubunda tedavi dncesi
1s1nli/1sins1iz. NDindeksleri arasinda (p=0,008) anlamli fark bulunmustur. Tedavi ortasi
1sinli/1sinsiz NDindeksleri arasinda fark bulunmazken (p=0,187), tedavi sonu 1sinli/isinsiz
NDindeksleri arasinda (p=0,000) anlamli fark gozlenmistir. KRT grubunda isinli/isinsiz
NDindeksleri, tedavi 6ncesi (p=0,019), tedavi ortas1 (p=0,339) ve tedavi sonu (p=0,181)

arasinda anlamli fark saptanmamistir. (Sekil 3.4)
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1sinli/isinsiz ND indeksleri

TEDAVI TEDAViI TO-0 TO-2GY TS-2GY
ONCESI-0 ONCESI-2GY

B RT mKRT

Sekil 3.4: Isinh ve 151ns1z calisiimasina gore RT, KRT olgu gruplarindaki ND indeksleri
Tedavi zamanlamasina gore MN sikhiklar:

RT ve KRT olgu gruplarinda 1sinlanmadan ve 1sinlanarak calisilan kan 6rneklerindeki MN
sikliklar1 tedavi Oncesi, ortast ve sonuna gore Repeated Measures ANOVA testi ile
degerlendirildi. Degerlendirilme sonucunda, RT olgu grubunda, 1s1nl1 ve 1sinlanmadan c¢alisilan
kan Ornekleri i¢in, tedavi Oncesi ve tedavi ortasi arasinda, tedavi 6ncesi ve tedavi sonu arasinda,
tedavi ortas1 ve tedavi sonu MN sikliklar1 arasinda herhangi bir anlamli fark bulunmamustir.

(p>0,05)

KRT olgu grubundaki 1sinsiz ¢alisilan drnekler icin tedavi dncesi ve tedavi ortasi arasinda
herhangi bir fark bulunmazken (p=0,977), tedavi 6ncesi ve tedavi sonu arasinda (p=0,005) ve
tedavi ortast ile tedavi sonu arasinda (p=0,009) anlamli fark bulunmustur. Isinli kan
orneklerinde, tedavi oncesi ve tedavi ortas1 arasinda anlamli iliski bulunamazken (p=0,738),
tedavi Oncesi ve tedavi sonu arasinda (p=0,028), tedavi ortasi ve tedavi sonu arasinda anlamli

fark bulunmustur. (p=0,007)
Tedavi zamanlamasina gore ND indeksleri

Aymi test kullanilarak 151ns1z ve 151l NDi’leri tedavi zamanlamasina gére degerlendirilmistir.
RT olgu grubunda, 1sinl1 ve 1sinlanmadan ¢alisilan kan 6rnekleri igin, tedavi 6ncesi ve tedavi
ortas1 arasinda, tedavi Oncesi ve tedavi sonu arasinda, tedavi ortasi ve tedavi sonu arasinda

herhangi bir anlamli iliski bulunmamustir. (p>0,05)
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KRT olgu grubunda, 1sinli ve 1sinlanmadan ¢alisilan kan 6rnekleri igin, tedavi 6ncesi ve tedavi
ortas1 arasinda, tedavi Oncesi ve tedavi sonu arasinda, tedavi ortasi ve tedavi sonu NDi’leri

arasinda herhangi bir anlamli iliski bulunmamustir. (p>0,05)
Yan etkiler ve tedavi asamalarindaki MN sikhiklari

Tedavi zamanlamasina gore, 1sinli/isinsiz MN sikliklari ile hastalarda gozlenen toksisiteler
arasindaki iliski Pearson ve Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. Istatistik
hesaplamalarda yan etkilerdeki olgu sayisi diisiik oldugundan hasta gruplari RT ve KRT birlikte
degerlendirmeye alinmistir. Tedavi Oncesi 151nsiz MN sikligr ile mukozit arasinda iliski
bulunmustur (p=0,021) (r=0,49). Tedavi 6ncesi 1sinlt MN sikligi ile kilo kaybi arasinda iliski
bulunmustur ( p=0,025) (r=0,48). Tedavi sonu 1smnsiz MN sikliklar1 ile mukozit (p=0,014)
(r=0,57), kserostomi (p=0,007) (r=0,61), disfaji (p=0,000) (r=0,94) ve kilo kayb1 (p=0,019)
(r=0,55) arasinda iliski bulunmustur. Tedavi sonu 1simnli MN sikliklari ile disfaji (p=0,002)
(r=0,67) ve kilo kayb1 (p=0,005) (r=0,64) arasinda iligki bulunmustur.

MN siklik farklarina gore yan etkiler

RT ve KRT olgu gruplari i¢in her hastanin, tedavi 6ncesi, tedavi ortast ve tedavi sonu MN
sikliklart farki hesaplanmistir (Tablo 3.9, Sekil 3.5). RT ve KRT grublarindaki MN siklik
farklari ile yan etkiler arasindaki iligki arastirilmig, bunun ig¢in Spearmen testi uygulanmistir.
RT olgu grubunda, tedavi dncesi MN siklik farki ile kserostomi (p=0,011) (r=0,73) arasinda
anlaml iligki bulunmustur. KRT olgu grubunda, tedavi sonu MN siklik farki ile disfaji
(p=0,030) (r=0,75) arasinda anlamli iliski bulunmustur. Ayni test, RT ve KRT grubu
birlestirilerek uygulanmis ve tedavi 6ncesi MN siklik farklari ile kserostomi (p=0,024) (r=0,48)

arasinda anlamli iligki bulunmustur.

Tablo 3.9: RT ve KRT olgu gruplarimn MN sikhik farklar ve yan etkiler

Olgu Ses Kilo

grubu | Tedavi | Tedavi | Tedavi | Mukozit | Dermatit | Kserostomi | Disfaji | kisikligi | Kaybi
Oncesi | ortasi sonu (derece) | (derece) | (derece) (derece) | (derece) | (derece)

RT1 14 9 13,3 0 1 0 1 1 0

RT2 11,84 | 175 11,6 1 1 0 1 2 1

RT3 10,65 | 12,3 5,9 1 1 0 1 2 0

RT4

9,2 2,99 20
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RT5 4,69 3,06 8,5

RT6 7,91 15,3 3,84

RT7 9,83 10,76 | 23,11

RTS8 6,97 21,64 | 12,65

RT9 7,44 6,91 13,98

RT10 | 15558 | 16,26

RT11 |53 11,13 | 139

RT12 14,16 | 17,7

KRT1 | 10,8 21,14 | 179

KRT2 | 26,4 19,72 | 6,1

KRT3 | 12,8 15,6

KRT4 | 595 5,72 12,11

KRTS | 2,64 11 21,2

KRT6 | 8,5 13,64 | 135

KRT7 | 3,11 1125 | 12,2

KRT8 | 6,5 7,63 8,92

KRT9 | 2,62 7,61 12

KRT10 | 6,5 15,28

NN (NN N (PP (NN NN P (NI N e

O N (P (NN N P (NN N (PR NN NN
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Sekil 3.5: Hastalarin bireysel MN siklik farklari
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Klinik 6zellikler ve MN sikliklar1

RT ve KRT olgu gruplarindaki tedavi oncesi, tedavi ortasi ve tedavi sonu 1sinlt ve 1s1ns1iz MN
sikliklar1 ile yas, cinsiyet, sigara ve aktif sigara, RT fraksiyon sayisi, evre T, evre N arasindaki
iliski Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. Klinik 6zelliklerdeki olgu sayisi diisiik
oldugundan hasta gruplart RT ve KRT birlikte degerlendirmeye alinmistir. Degerlendirme
sonucunda, tedavi 6ncesi 1s1ns1iz MN sikliklari ile sigara kullanimi arasinda (p=0,000) (r=0,70)
iliski bulunmustur. Tedavi sonu 151ns1z MN sikliklar1 ile evre N arasinda (p=0,000) (r=0,74) ve
RT fraksiyon sayisi arasinda (p=0,000) (r=0,76) iliski bulunmustur. Tedavi sonu 1s1nlt MN
sikliklar ile evre N (p=0,031) (r=0,51) ve RT fraksiyon sayis1 arasinda (p=0,000) (r=0,81) iliski

bulunmustur.
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4. TARTISMA

RT, radyasyonun saglikli hiicreler iizerindeki etkisini azaltarak kanser hiicrelerinin yok
edilmesi i¢in, hedeflenmis X-1sinlarinin kullanilmasidir [209]. Tiim kanser hastalarinin yaklagik
%70’ine RT uygulanmaktadir [210]. Iyonlastirict radyasyonun 6zelliklerinden biri, DNA’da
onarilmasi zor ve/veya yanlis onarima egilimli lezyonlar, ¢ift zincir kiriklarin1 indiikleme
yetkinligidir [211]. Bu da mutasyonlara, disentrik ve asentrik fragmentler gibi kromozom
anomalilerine neden olur. Radyasyon kaynaklt DNA hasar tamirinin, radyasyon tedavisine
yanitta ve radyoterapiye bagli normal doku reaksiyonlarinin gelismesinde, hastalarin yan
etkilere kars1 duyarliliginda ve genom biitiinliigiiniin korunmasinda biiyiik 6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Bir¢ok kanser hastasinda radyasyon tedavisine bagli, hastalarin yasam kalitesini
etkileyen akut ve kronik yan etkiler goriilmektedir. Bu etkiler, kanser hastalarina RT
uygulandigi zaman doz smirlayici fakorler arasinda yer alabilmektedir [212]. Kanser
hastalarinin yaklagik %5°1 RT kaynakli ciddi yan etkilerden zarar gérmektedir [210]. Tedavi
tiiriiniin farklilig, klinik ve hastanin genetik yapis1 gibi ¢esitli faktorler normal doku toleransini
etkileyebilmektedir. Ayrica, normal doku yanitlarinin %80’ indeki bireysel farkliliklarin genetik
varyasyonlardan kaynaklandigi diistiniilmektedir. DNA ve kromozom hasariyla iligkili

belirtegler biyolojik dozun tahmininde 6nem tasimaktadir [213].

RT’nin temel hedefi kanser hiicre DNA’s1 olmasina ragmen, normal hiicrelerde de
yapisal DNA degisikliklerine, 06zellikle kromozom kiriklarina ve anomalilerine sebep
olmaktadir [214]. Yapilan bir¢cok ¢alisma, kromozomal radyosensitivite ile kanser arasinda
iliski varligim1 gostermistir. Radyosensitif bireylerde ikincil kanser riskinin arttig1
gozlemlenmistir. Iyonlastirici radyasyona duyarli olan, 6zellikle ataksi-telenjiektazi gibi
kromozom kararsizlik sendromlarina sahip hastalarda kansere yatkinlik gézlenmektedir.
Ayrica, Down sendromu, Li-Fraumeni, Wilms timérii [215] ve Sistemik Lupus Eritematozus
[216] gibi diger bircok kansere egilimli durumlarda da radyosensitivite saptanabilmektedir.
Bununla birlikte, herhangi bir sendroma sahip olmayip RT alan hastalarda da farkli seviyelerde
radyosensitivite gelismektedir. Radyosensitivideki farkliliklarin tespit edilmesine yonelik farkli

yontemler  kullanilmaktadir.  Kromozomlarda  anomali  siklifi, normal  doku
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radyosensitivitesinin belirleyicisi olarak degerlendirilmektedir. Radyasyona bagli kromozom

hasar sikliginin aragtirildigi yontemler arasinda G2 ve CBMN yo6ntemleri bulunmaktadir [217].

Biz de c¢alismamizda, RT ve KRT uygulanan BBK hastalarinda radyosensitivitede
bireysel farkliliklar ve tedavi sirasinda lenfositlerde olusan kromozomal hasari incelemeyi
amagladik. Ayn1 zamanda calismamizda, bu hasarin RT ve KRT tedavi yontemlerine gore
farklilik gosterip gostermedigi arastirilmigtir. CBMN yontemi uygulanarak tedavinin farkli
asamalarinda MN sikliklar1 incelenmis ve iki ayr1 tedavi grubundaki hastalarin klinik bulgulari
ve radyotoksisiteleri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Calismaya, RT (n=12) ve KRT
(n=10) uygulanan iki hasta grubu ve kontrol grubu olarak, hastalarin yas, cinsiyet dagilimiyla
uyumlu segilen 10 saglikli birey dahil edilmis ve perifer kan lenfositleri hem 1smnli (2 Gy) hem
de 1sinlanmadan c¢alisilmistir. Isinlayarak ¢alismamizin amaci tedavi asamalarindaki bireysel

radyosensitiviteyi gdzlemlemek olmustur.

Tedavi oncesi RT ve KRT olgularindaki 1simnsiz MN sikliklar1 ile kontrol grubunun
siklig1 karsilagtirilmig, RT ve KRT olgularinda MN sikliginin kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu, kendi aralarinda bir fark olmadigi1 gézlenmistir. Bu durum, kansere bagli MN sikliginin
yiiksek olmasina baglanmistir. Her ti¢ olgu grubunda da 1sinli MN sikliklarinin 1sinsiza gore
yiikksek oldugu, ancak gruplar arasinda anlamli fark bulunmadigi gozlenmistir. Tedavi
zamanlamasina gore RT ve KRT arasindaki MN sikliklar1 incelenmis, RT grubunda tedavi
oncesi, tedavi ortasi ve tedavi sonu arasinda herhangi bir fark bulunmazken, KRT grubunda
tedavi Oncesi ve tedavi sonu arasinda, tedavi ortasi ve tedavi sonu arasinda MN siklik farki
gozlenmistir. Bu farkin KRT hasta grubunda kemoterapétik ajanlarin etkisiyle oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, RT ve KRT olgu gruplarinda hiicresel proliferasyonun belirlenmesi
icin amaglanan ND indeksleri hesaplanmig, Kontrol grubundaki ND indeksi RT ve KRT

grubuna gore yliksek bulunmustur.

Guogyté ve ark (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada, dort prostat kanseri ve bir
rabdomyosarkomdan olusan hasta grubunda, G2 (kromozomal radyosensitivite) yontemi
kullanilarak RT basinda ve sonrasinda alinan kanlar in vitro 1 Gy isinlanarak (X-1s1n1 ile)
incelenmistir. G2 yontemi, hiicre dongiisiiniin G2 fazinda 1simlamayr takiben kromatid
kiriklarinin incelenmesine dayanan bir yontem olup radyosensitivite tahmini i¢in bir belirteg
olarak onerilmektedir. Normal doku reaksiyonlari siddetli olan hastalarda lenfositlerde yiiksek

oranda kromatid kirigi gozlenmis ve bu hastalar radyosensitif olarak kabul edilmistir. Ayni
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calismada, CBMN yontemi de uygulanmistir. Bu yontem i¢in ise ayni hastalardan yine
radyoterapi Oncesi ve sonrasinda alinan kan 6rneklerinden biri 2 Gy in vitro 1sinlanarak, digeri
1sinlanmadan ¢alisilmistir. Sonug olarak, 1sinlanarak calisilan kan orneklerinde gozlenen
yiiksek MN siklig1 normal doku reaksiyonlari ile iliskilendirilmistir [218]. Biz de hastalarin
radyasyona duyarliliklarini belirlemek i¢in 1sinlt ve 1sinsiz MN siklik farklarini hesapladik ve
farklar1 yiiksek olarak gozlenen hastalarda yan etkilerin (kserostomi,disfaji) daha siddetli

oldugunu goézledik.

Wegierek-Ciuk ve ark. tarafindan (2021) yapilan arastirmada RT’nin tek basina veya
kemoterapi ile birlikte (KRT) DNA hasarini nasil indiiklendigi aragtirtlmistir. KRT tedavisi
alan 9 endometrium kanseri hastasi ve RT tedavisi alan 9 serviks kanseri hastasindan RT
oncesinde, baglamasindan 3 hafta sonra ve sonunda kan 6rnekleri toplanmistir. Alinan kan
orneklerinin yaris1 2 Gy gama radyasyonu ile ex-vivo iginlanarak, yarisi ise 1ginlanmadan
calisilmigtir. Calismada, MN sikliklari, apoptoz sikliklar1 ve hiicre proliferasyon indeksi
degerlendirilmistir. Grup ve tedavi tiirii (tek basina tedavi ve tedavi art1 2 Gy ex vivo maruziyet)
arasinda anlamli iligki bulunmustur. KRT hasta grubunun perifer kani lenfositlerinde RT hasta
grubu ile ayni diizeyde MN gozlenmistir. KRT tedavi alan hasta grubunda yiiksek diizeyde
apoptoz ve giiglii hiicre c¢ogalmasi gozlemlenmistir. EX Vvivo isinlanarak calisilan kan
orneklerinde ise RT tedavisi alan hastalara oranla KRT tedavisi alan hastalarda daha az MN,
daha ¢ok apoptoz ve hiicre proliferasyon indeksi goriilmiistiir bu da kemoterapinin radyasyon
sitotoksisitesi tizerinde etkisi olduguna kamit olarak degerlendirilmistir [207]. Biz de
caligmamizda, bu ¢alismayla uyumlu olarak KRT olgu grubunda RT olgu grubuna gore yiiksek
1s1nli/1s1ns1z MN sikligr gézlemledik.

Batar ve ark. tarafindan (2016) yapilan calismada meme kanserinde, RT’ye bagh akut
yan etkilerle, DNA tamir genleri, XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1) ve PARP1
(Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1) gen ekspresyon diizeyleri, protein ekspresyonundaki
degisimler ve DNA hasar diizeyleri arasindaki iliski arastirilmistir. DNA hasar seviyeleri i¢in
2 Gy ile 1sinlanmis lenfositlere MN yontemi uygulanmistir. Calismaya, akut yan etkileri olan
20 hastadan olusan deney grubu ve yan etkileri olmayan 20 kontrol grubundan olusan meme
kanserli toplam 40 kadin hasta dahil edilmistir. XRCCl mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir. Deney grubunda

MN sikliginin arttig1 gézlense de bu artig anlamli bulunmamastir. Ayrica, MN siklig1 ile XRCCl1
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protein seviyeleri arasinda deney grubunda ve kontrol grubuna goére negatif korelasyon

gbzlenmistir [219].

Francies ve ark. tarafindan (2019) ii¢lii negatif meme kanserli hastalarda yapilan
calismada MN testi kullanilarak lenfositlerde kromozom kararsizligi ve radyosensitivite,
luminal meme kanserli hastalar ve kontrol grubuyla karsilastirmali olarak arastirilmistir.
Kromozom radyosensitivitesi hiicre siklusunun GO (83 hasta, 90 kontrol) ve S/G2 (34 hasta, 17
kontrol) fazinda degerlendirilmistir. Alinan kan 6rnekleri 2 ve 4 Gy 1sinlanarak ¢alisiimistir.
GO MN testinde hem luminal meme kanserli hasta grubu, hem de ti¢lii negatif meme kanserli
hasta grubunda, kontrol grubuna gore yiikksek MN siklig1 gosterilmistir. Tiim meme kanserli
hasta grubunda kontrol grubuna gore radyosensitivitenin yiliksek oldugu tespit edilmistir.
Ancak, icli negatif meme kanserli hasta grubunda isinlama ile MN sikliginda artis
gozlenmemistir. Benzer sekilde, S/G2 evresinde 1sinlama sonucu olusan MN sikligi, ticlii
negatif meme kanserli hastalarin %76’1inda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmamigtir. Hem
GO hem de S/G2 fazinda, luminal meme kanseri hastalarinda, tiglii negatif meme kanser
hastalarina ve kontrol grubuna oranla kromozomal radyosensitiviteye yatkinlik gdsterilmistir
[220].

Silva ve ark. Tarafindan (2021) RT sonrasi olusabilecek yan etkilerin tahmini i¢in
CBMN yontemi uygulanarak arastirma yapilmistir. Arastirmaya 10 serviks kanserli hasta grubu
dahil edilmis ve tiim hastalar RT ile kemoterapi (KT) eszamanli olarak almistir. Hastalardan
radyoterapi 6ncesinde 2 tiip kan 6rnekleri alinmus, biri in vitro 2 Gy X-1ginina maruz birakilarak,
digeri ise 1sinlanmadan calisilmistir. Test sonuglarina gore 1sinlanmis kan 6rneklerindeki MN
siklig1 ile yan etkilerin siddeti arasinda anlaml iliski bulunmustur. Ayrica, 1sinlanmayan kan
ornekleri ve MN siklig1 arasinda da anlamli fark goriilmiistiir. Sonug olarak, CBMN ydntemiyle
MN sikliginin incelenmesinin, serviks kanserinden etkilenen ve KT uygulanan hastalarda RT

tedavisi sirasinda olusabilecek yan etkilerin 6ngoriilmesine yardimci olacag ileri siirtilmiistiir

[221].

Calismamizda bu ¢alismalardan farkli olarak, sadece tedavi dncesi degil, tedavi ortasi
ve sonunda da gozlenen MN sikliklar1 ve hastalardaki yan etkiler incelenmistir. Tedavi dncesi
151081z ¢alisilan kan 6rneklerindeki MN siklig1 ile mukozit arasinda anlamli iliski bulunmustur.
Tedavi sonu 1sinsiz MN sikliklar1 ile mukozit, disfaji ve kserostomi arasinda, 1isinli MN

sikliklar1 ile disfaji arasinda iligski gozlenmistir.
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Droge ve ark. tarafindan (2021) rektum kanserli hastalarda yapilan ¢alismada, CBMN
yontemi uygulanarak sitogenetik hasar incelenmistir. /n-vivo ve in-vitro 1smlamadan sonra
bireyler arasi farkliliklar ve radyosensitiviteyi gostermek i¢in sitogenetik hasar orani ile timor
tepkisi, sagkalim ve tedavi agisindan hastalarin sonuglari karsilastirilmistir. Sitogenetik hasarin,
radyasyon dozu ile anlaml artig gosterdigi ve bireyler arasinda 6nemli 6l¢iide fark bulundugu
gosterilmistir. Kadinlarin erkeklerden daha radyosensitif oldugu gézlenmis, fakat yasa bagl
onemli bir farklilik gézlenmemistir. In-vivo KRT ve in-vitro isinlamadan sonra lenfositlerde
kalici sitogenetik hasar bulunmus, ancak sitogenetik hasar iizerinde cinsiyet ve 1sinlanan hedef
bolgenin biyikliginiin etkisi oldugu vurgulanmistir. Calismada, in-vivo ve in-vitro
1sinlamadan sonra kalici sitogenetik hasar, bireysel radyosensitivite i¢in genetik faktorlerin
Oonemini gosterse de bu sitogenetik hasarin, rektal kanser hastalarinda KRT yanit1 igin yeterli

bir biyobelirte¢ olmadigi sonucuna varilmistir [222].

Calismamizda kadin olgu sayisi diisiik oldugundan cinsiyete gore, hastalarin yas
dagilimlar1 farkli olmadig1 i¢in, yasa gore degerlendirme anlamli bir sonu¢ vermemistir.
Bireyler arasindaki tedavi dncesi MN sikliklari ile sigara kullanim1 arasinda, tedavi sonu 151ns1z

ve 151l1 MN sikliklari ile evre N ve radyasyon fraksiyonu ile iliskili bulunmustur.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda BBK’de RT’nin olusturdugu kromozom hasar ve
radyosensitivitenin arastirildigi ¢alismalara rastlanmigtir. Borgmann ve ark. tarafindan (2002)
BBK’de yapilan aragtirmada, RT sonras1 ge¢ doku yanitiyla dermal fibroblastlarda hiicresel
duyarlilik ve DNA tamir kapasitesi, lenfositlerde de kromozom anomalileri arasindaki iligki
arastirilmistir. Caligsmaya kiiratif RT’den 2-7 yil sonra, ge¢ doku reaksiyonlarini (mukozit,
kserestomi, fibroz, telenjiektazi) hafif (evre 1) ve siddetli (evre 3) olarak gosteren 16 hasta dahil
edilmistir. Evre 3 doku reaksiyonu gosteren hastalarda ataksi telenjiektazi (AT), Nijmegen
Kirilma Sendromu (NBS), MRE11, RAD50 ve DNA ligaz IV genlerindeki mutasyonlar
arastirilmig ve mutasyon saptanmamustir. Biyopsiyle elde edilen fibroblastlarda, sabit alan jel
elektroforezi kullanilarak koloni olusumu ve DNA ¢ift zincir kirilmalarinin (DSB) uyarilmasi
ve tamiri yoluyla hiicresel duyarlilik incelenmistir. Lenfositlerdeki kromozom hasarini
incelemek i¢in konvansiyonel kromozom analizi veya GO fazinda prematiir kromozom
kondansasyon (PCC) yontemi uygulanmistir. Calismada, fibroblastlarda hiicresel
radyosensitivite veya DSB tamir kapasitesiyle ge¢ doku reaksiyonlar1 arasinda herhangi bir
iliski olmadig1 sonucuna varilmis, fakat lenfositlerde 6l¢iilen kromozom hasarinda anlamli fark

bulunmustur. Asirt reaksiyon gosteren hastalardan alinan lenfositlerde, in vitro 1sinlamadan
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sonra, hafif reaksiyon gosteren hastalardan alinan lenfositlere oranla kromozom anomali ve

PCC sikliginin yiiksek oldugu gozlenmistir [223].

Burgaz ve ark. tarafindan (2011) yapilan ¢alismada BBK’li hastalar ve birinci dereceli
akrabalarinda genetik hasar iki farkli dokuda arastirilmistir. 59 BBK’li hasta ve 34 birinci
dereceli akraba ve 31 saglikli bireyden olusan kontrol grubundan alinan perifer kani lenfositleri
ve yanak mukoza hiicrelerine MN yontemi uygulanarak calisilmistir. BBK’li hasta
lenfositlerinde genetik hasar, kontrol grubuna gore anlamli degisiklik gdstermistir. Benzer
bulgular yanak mukoza hiicreleri i¢in de elde edilmistir. Ayrica, BBK’li hastalarin birinci
dereceli akrabalariin lenfositleri kontrol grubuna gore yiiksek kromozom hasarini géstermistir.
Arastirmacilar bu durumu akrabalarin BBK ne kars1 artmis duyarliliga sahip olduklari anlamina

geldigi seklinde yorumlamiglardir [224].

Unal ve ark. tarafindan (2016) yapilan ¢alismada BBK’li hastalarda RT ve KRT’nin
uzun donemde olusturdugu sitogenetik hasar degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada, RT
(10 hasta) ve KRT (10 hasta) ile tedavi edilen 20 hasta grubu ve 9 saglikli bireylerden olusan
kontrol grubu degerlendirilmeye alinmis, CBMN yontemi uygulanmistir. Venoz kan ornekleri
tedavi tamamlanmasindan sonra 60-239 aylarda alinmistir. Hastalardaki biniikleer
lenfositlerdeki niikleer divisyon indeksi (NDI) ve MN siklig1 kontrol grubuna gore anlaml
farkl1 gdzlenmistir. Mononiikleer lenfositlerdeki NDI ve MN siklig1 kontrol grubunda KRT ve
RT alan hastalarla kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Fakat, KRT ve RT
tedavisi alan hasta gruplar1 arasinda herhangi bir anlamli degisiklik gortilmemistir. Calismada,
RT sonrast bas boyun kanserli hastalarin medikal takibinde mononiikleer ve biniikleer
lenfositlerin MN siklig1, RT'nin sitogenetik hasarini degerlendirmede Onemli olabilecegi
sonucuna varllmistir [225]. Bizim de daha sonraki hedeflerimizden biri, ¢calismamiza dahil

edilen hastalarda uzun dénemdeki sitogenetik hasart ve kronik yan etkilerini aragtirmaktir.

Hintzsche ve ark.’nin (2012) ¢alismasinda, BBK’li hastalarin radyasyonla tedavisi
sirasinda 4 farkli zaman diliminde (RT baslamadan 6nce, baslangicindan 2,4 ve 6 hafta sonra)
genomik hasar seviyesi normal yanak mukozasi hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Sonug
olarak, RT baslangicindan iki hafta sonra genomik hasar gozlemlenebilmis ve tedavi bitiminden
sonra genomik hasar seviyesinin baglangi¢ diizeyine geri dondiigii goriilmiistiir. RT ye eklenen
kemoterapi ile yas, cinsiyet ve tiimor evresinin genomik hasar olusumu tizerinde bir etkisi

olmadigi bildirilmistir [226]. Bizim ¢alismamizda KRT uygulanan hasta grubunun
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lenfositlerinde tedavi sonunda MN sikliginda anlamli artis gozlenmis, RT uygulanan hasta

grubunda gézlenmemistir.

Minaei ve ark. tarafindan (2016) 6zofagus kanserinde yapilan arastirmaya 23 KRT, 15
RT tedavisi uygulanan hasta dahil edilmis ve MN yontemiyle RT ve KT’nin etkileri
degerlendirilmistir. Hastalardan kan Ornekleri, tedavi Oncesinde, sirasinda ve sonrasinda
alimarak c¢alisilmistir. Tedavi Oncesi RT ve KRT gruplart arasinda MN sikliginda fark
gbzlenmemis, tedavi ortasinda her iki grupta da MN sikliginda tedavi 6ncesine gore 4 kat artis
gosterilmistir. Tedavi sonunda KRT grubundaki MN sikliginda RT grubuna gére anlamli artis
gozlemlenmistir [227]. Bizim olgu grubumuza sadece bir 6zafagus kanseri hastasi dahil
edilebilmis, KRT grubunda yer alan hastadan, saglik sorunlari nedeniyle tedavi sonunda kan

alinamadigindan tedavi sonu MN siklig1 saptanamistir.
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SONUC VE ONERILER

Tedavi Oncesi 1ginlanan lenfositlerdeki MN sikliginin yan etkilerle iliskili oldugu
gosterilmis ve CBMN yonteminin RT tedavisi sirasinda olusabilecek yan etkilerin

Ongoriilmesine yardimci olacag diisiintilmiistiir.

Tedavi zamanlamasina gore calisilan KRT olgu grupunda RT’ye gore daha yiiksek MN

sikliginin goriilmesi, KR T’ nin radyotoksisite iizerinde etkisi olabilecegine isaret edebilir.

RT’ye eklenen kemoterapi ile evre dagilimi, sigara kullanimi, tiimor evresinin genomik

hasar olusumu iizerinde bir etkisi olabilecegi goriilmiistiir.

Hasta gruplarinin tedavi sonrasi klinik izlemi devam ettiginden, ¢alismanin bir sonraki
hedefi, hastalarin uzun siireli takiplerinde CBMN yontemi tekrarlanarak gelisebilecek kronik
etkilerin de degerlendirilmesi ve elde ettigimiz bulgularla karsilastirilmasidir. Boylece, ayni
hasta gruplarinda RT ve KRT yanitlarinin uzun siireli izleminde MN sikliginin énemi ortaya

konacaktir.

Sonug olarak, ¢alismamizda elde edilen bulgular radyosensitivite belirlenmesinde, MN
sikliginin incelenmesinin 6nemli oldugunu gostermekte, ancak daha verimli sonuclarin elde
edilmesi i¢in, olgu sayisinin artirilarak calismanin devam ettirilmesi ve baska ¢alismalarla

desteklenmesi Onerilmektedir.
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EKLER

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

CALISMANIN ADI: Kiiratif kemoradyoterapi uygulanan ve cerrahi sonrasi
radyoterapi uygulanan bag-boyun kanserli hastalarda sitogenetik hasarnn
mikrontikieus yontemiyle incelenmesi

Agogida bilgilori yor aimakiz olaw bir araghrms goligmasing kafilmaniz u&nnmf gahgmyu kal!sdp
katimanes karars tamamer sizs cittie. Mub_mp bﬁgmmm“ &ncs Gragh

yaldegone, bilgilviniziv nasl kudlavelacagioe, gﬂugmnm selori ;;rdig'm. olags yararlan oo riskloving ya Ja
rahatesik vorcbilocok yomlorivi anl 5 Litfor: ag bilgileri difdkatiice okumak igin zamsy

aysrmz. ng gakgmays kahima karar orironiz, qdagmy: Katilma Omay: Formu sy imzaleymns. Caligmadar
il bir da ayrimakis 5350 Galegmaayan kaisldiSines icin size horhamgi bir oderms yortimayacsk
ysaan.dmmrﬁungs nrrﬂ&hﬂq&wmh&ammw“w wyglanacsk progedir
wygidanacakhr,

CALISMANIN KONUSU VE AMACT: Bu g¢zhsmada Bas-Boyun kanseri nedemyle
kemoterap: ve radyoterapt birlikts uygulanan ve sadece radyoterapi uygzulanzn hastalarda
radvasyon duyarhhif aragtinimaktadir. Bunun igm tedavinin farkls azamalarmda hastalardan
kanlar almarak CBMN (miloonukleus) vontemiyle incelenscektir Bu galigmada amag,
kemo'radyoterapi sairazinda normal dokulanm en az etkilens ve olugabilecek van etflaleri en aza
indirgemsk igin tadavi dncesl radyasyon dozlarmm kaziye 6zga belirlenmesidir.
CALISMAYA KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Bu ¢ahizmaya dahil edilsbilmeniz igin, bag-boyun kanseri tamb olup, venileme (niks) veya
uzak zigrama (metastaz) saptanmayan ve tedavi olarzk ya cerrahi somras: radyoterapi, va da
cerrzhi uygulanmadan kemoterapi ve radyoterapt birlikte tedavisi (kemo-radyoterapi)
uygzulanan bir hasta olmamz geralomektadir.

CALISMADA KATILIMCT SAYISI ve SURESI NEDIR?

Araztirmada ver alacak goniillillarn sayiz 20 olup ¢alizmanm siresi 1k yildir.
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